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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
A260  absorbanca pri valovni dolžini 260 nm 
A280  absorbanca pri valovni dolžini 280 nm 
AGE  agarozna gelska elektroforeza 
ALS  amiotrofična lateralna skleroza  
ALG-2 z apoptozo povezani gen 2 (angl. apoptosis-linked gene 2) 
ANXA11 aneksin A11 
CBB  barvilo Coomassie Brilliant Blue  
dCTP  deoksicitidintrifosfat 
dGTP  deoksigvanozintrifosfat 
dH2O  deionizirana voda 
DMSO dimetilsulfoksid 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
dNTP  deoksinukleozidtrifosfat 
DTT  ditiotreitol 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
fALS  družinska oblika ALS  
FPLC  tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov (angl. fast protein 
  liquid chromatography) 
FTD  frontalnotemporalna demenca 
GFP  zeleni fluorescenčni protein (angl. green fluorescent protein) 
GST  glutation S-transferaza 
IMAC  nikljeva afinitetna kromatografija (angl. immobilised metal affinity  
  chromatography) 
IPTG  izopropil-β-D-1-tiogalaktopiranozid 
LIC  od ligacije neodvisno kloniranje (angl. ligation independent cloning) 
MAPK z mitogeni aktivirana protein kinaza (angl. mitogen activated protein  
  kinase) 
miRNA mikro RNA (angl. micro RNA) 
mRNA informacijska RNA (angl. messenger RNA) 
NaDS  natrijev dodecilsulfat 
 
 
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS 
NLS  jedrni lokalizacijski signal (angl. nuclear localisation signal) 
OD600  optična gostota pri valovni dolžini 600 nm 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
RNA  ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 
S100A6 protein S100A6 (kalciklin)  
sALS  sporadična oblika ALS 
SEC  kromatografija z ločevanjem po velikosti (angl. size-exclusion  
  chromatography) 
TDF  testis determinirajoč faktor (angl. testis-determining factor) 
TEMED N, N, N', N'-tetrametiletilendiamin 
TEV  virus mozaika tobaka (angl. tobacco mosaic virus) 






Izolacija in karakterizacija mutantov aneksina A11 D40G in ΔN1-118 
Povzetek 
Amiotrofična lateralna skleroza (ALS) je neozdravljiva nevrodegenerativna bolezen, ki 
jo povzroči progresivna degeneracija motoričnih nevronov v možganski skorji, 
možganskem deblu in hrbtenjači. Bolezen so do sedaj povezali z mutacijami več kot 100 
genov, med drugimi tudi z mutacijami na genu ANXA11. Aneksin A11 (ANXA11) je 505 
aminokislinskih ostankov dolg protein, ki spada v naddružino aneksinov in se v 
odvisnosti od kalcija veže na fosfolipidne membrane. Protein se deli na dva strukturno 
povsem različna dela. Na C-koncu vsebuje štiri aneksinske ponovitve, sestavljene iz petih 
α-vijačnic,  N-končna regija pa je v primerjavi s C-končno izredno variabilna in 
neurejena. Struktura N-končnega repa zaradi svojih intrinzičnih lastnosti še ni bila 
določena. V okviru diplomskega dela smo želeli pridobiti večje količine skrajšane oblike 
proteina, ki je imel N-končno domeno skrajšano za prvih 118 aminokislin do Ser119 
(označili smo ga ANXA11dN1-118), in ANXA11dN-ter, ki je bil skrajšan do Gly179. Zapisa 
za rekombinantni obliki proteina smo z metodo od ligacije neodvisnega kloniranja LIC 
vnesli v bakterijska ekspresijska vektorja pMCSG7 in pMCSG7-GST. Zanimalo nas je, 
ali bo oznaka GST pomagala pri povečanju topnosti proteina in zmanjšala njegovo 
cepitev, ki se je pojavila v predhodnih poskusih z drugimi vektoji. Obe obliki smo izrazili 
v bakterijskih celicah E. coli seva BL21 [DE3] pLysS in ju izolirali s postopkom nikljeve 
afinitetne kromatografije. Uspelo nam je pridobiti 19,2 mg proteina  ANXA11dN1-118 in 
6,4 mg ANXA11dN-ter, kar je zadostovalo za nadaljnje kristalizacijske poskuse. Med 
izolacijo ni prihajalo do cepitve proteinov. Prav tako smo v protein ANXA11 divjega tipa 
s pomočjo mestnospecifične mutageneze uvedli mutacijo D40G, ki je najpogostejši 
povzročitelj bolezni ALS v evropski populaciji. 











Isolation and characterization of annexin A11 mutants D40G and ΔN1-118 
Abstract 
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is an untreatable neurodegenerative disease caused 
by progressive degeneration of motor neurons in the cerebral cortex, brainstem and spinal 
cord. Up until now, the disease has been associated with mutations in more than 100 
genes, including mutations in the ANXA11 gene. Annexin A11 (ANXA11) a Ca2+ 
regulated phospholipid-binding protein encoded by 505 amino acids that belongs to a 
larger annexin protein superfamily. ANXA11 is split into two structurally different parts. 
The C-terminal core contains four annexin domains, which are composed of five alpha 
helix motifs, in comparison to the extremely variable and disordered N-terminal tail. 
Because of its intrinsic properties, the structure of the N-terminal tail is yet to be 
determined. As part of the research work, we prepared shortened versions of the protein; 
ANXA11dN1-118 had a shortened N-terminal domain by 118 amino acids starting with 
Ser119 and ANXA11dN-ter starting with Gly179. The sequences for the recombinant 
proteins were incorporated in bacterial expression vectors pMCSG7 and pMCSG7-GST 
using ligation independent cloning. We wanted to know whether the GST-tag will 
increase the protein solubility and reduce its fragmentation, which occurred in previous 
experiments. Both forms were expressed in the E. coli strain BL21 [DE3] pLysS and 
isolated using nickel affinity chromatography. We managed to isolate 19,2 mg of 
ANXA11dN1-118 and 6,4 mg of ANXA11dN-ter protein, which was sufficient for further 
crystallization experiments. There were no proteolytic cleavages during protein isolation. 
As part of the research, we also implemented the D40G mutation in ANXA11 wild type 
protein using site-specific mutagenesis. The mutated form of ANXA11 with D40G 
mutation is the main cause of ALS in the European population. 
Keywords: annexin A11, amyotrophic lateral sclerosis, protein isolation, D40G mutation
 
 





1. Uvod  
1.1 Amiotrofična lateralna skleroza 
Amiotrofična lateralna skleroza ali ALS, znana tudi kot Charcot-ova bolezen, je 
neozdravljiva nevrodegenerativna bolezen, ki jo povzroči progresivna degeneracija 
motoričnih nevronov v možganski skorji, možganskem deblu in hrbtenjači [1]. Pacientom 
progresivno odpovejo vse funkcije, ki so povezane z delovanjem mišic. Težave imajo pri 
gibih z rokami, hoji, govoru in požiranju, smrt pa navadno nastopi zaradi odpovedi 
dihalnih funkcij [2].  Poleg naštetih motoričnih znakov, so bolezen v koncu 20. stoletja 
povezali tudi z odpovedjo nekaterih kognitivnih funkcij, kot sta frontotemporalna 
demenca (FTD) in kognitivna disfunkcija, zaradi česar lahko rečemo, da je ALS 
sistemska bolezen [3]. Večina primerov bolezni ALS je sporadičnih (sALS – angl. 
sporadic ALS), le pri približno 10 % primerov gre za dedno družinsko obliko bolezni 
(fALS – angl. familial ALS) [4].  Bolezen se lahko razvije kadarkoli v življenju, 
najpogosteje pa se pojavi v poznih srednjih letih [1]. Čeprav se je pojav bolezni v zadnjih 
letih zaradi staranja populacije povečal, gre za redko bolezen; na leto se v svetovni 
populaciji pojavi pri zgolj 1-3 ljudeh na 100.000 prebivalcev [5]. Življenjska doba 
bolnikov z ALS je običajno od tri do pet let, vendar se razlikuje med posameznimi 
oblikami bolezni [1]. 
1.1.1 Geni povezani z ALS 
Do sedaj so bolezen ALS povezali z mutacijami več kot 100 genov [2]. Med najpogostejše 
vzroke bolezni, ki povzročajo 60-70 % fALS in okrog 10 % sporadične oblike bolezni 
sALS, sodijo mutacije genov C9orf72, SOD1, TARDBP, FUS in PFN1, v zadnjih letih pa 
so z boleznijo povezali še mutacije številnih drugih genov, kot so TBK1, CHCHD10, 
TUBA4A, NEK1, C21orf2, OPTN, UBQLN2 in ANXA11 [5, 6] (slika 1.1).  






Slika 1.1: Mutacije proteinov, ki povzročajo fALS in sALS, v evropski populaciji. Prirejeno po [7]. 
Mutacije genov, ki povzročajo bolezen, v grobem delimo v tri skupine. Prva skupina 
vpliva na proteostazo in kontrolo kvalitete proteinov, druga vpliva na stabilnost, funkcijo 
in metabolizem RNA molekul, tretja pa povzroča motnje v dinamiki citoskeleta v aksonih 
motoričnih nevronov. Pri večini genov mutacije povzročajo tako imenovane 
»drugačnosmiselne« substitucije (angl. missense substitutions), v primeru mutacije 
C9orf72 pa nastane veliko območje intronskih heksanukleotidnih ponovitev [1].  
1.1.2 Patologija ALS 
Mehanizem nevrodegeneracije pri amiotrofični lateralni sklerozi še ni povsem razumljen. 
Do sedaj je bilo odkrito, da so z boleznijo povezani mnogi celični in molekulski procesi, 
med drugimi mitohondrijska disfunkcija, aksonski transport, toksična agregacija 
proteinov, nepopolna degradacija proteinov, ki lahko vključuje proteasom, avtofagijo ali 
oboje, oksidativni stres, hipermetabolizem, vnetje, okvarjeno procesiranje RNA in 
toksičnost RNA [8].  
Najpogostejša patološka značilnost degeneracije motoričnih nevronov je pojav 
ubikvitiniranih proteinskih agregatov, ki v nevronih tvorijo citoplazemske inkluzije. 
Glavna komponenta teh inkluzij je TAR DNA-vezavni protein 43 (TDP-43), ki ga kodira 
gen TARDBP, in je v zdravih celicah jedrni protein. Izraža se v vseh celicah in sodeluje 





pri procesiranju in biogenezi miRNA. Protein v jedru celic sodeluje pri transkripciji in 
procesiranju RNA. Citoplazemske inkluzije pogosto postanejo ubikvitinirane, pri čemer 
je glavna tarča ubikvitinizacije prav TDP-43. Agregati TDP-43 lahko dobijo toksične 
lastnosti zaradi povečane hidrofobnosti, generacije oksidativnih zvrsti in proteasomske 
inhibicije. Takšna patologija se pojavi pri 90 % pacientov z ALS [1, 8, 9, 10]. 
Dodatne patološke lastnosti bolezni so povezane z mutacijami specifičnih genov. 
Heksanukleotidne ponovitve GGGGCC gena C9orf72 povzročijo kopičenje le-teh RNA-
ponovitev, njihova translacija pa povzroči nastanek dipeptidov, ki se kopičijo v 
citoplazmi nevronov hipokampusa in malih možganov. Poleg tega je okrnjena tudi 
funkcija proteina C9orf72. Patologija bolezni, ki jo povzročijo mutacije genov SOD1 in 
FUS, je nekoliko drugačna, saj se namesto proteina TDP-43 v citoplazemskih inkluzijah 
pojavljata mutirani obliki proteinov SOD1 in FUS [1].  
Kot pri večini nevrodegenerativnih bolezni se geni, katerih mutacije povzročajo ALS, 
izražajo v različnih celičnih tipih, ne samo v nevronih. Patološke značilnosti bolezni so 
do sedaj odkrili tudi v astrocitih in v celicah mikroglije, zato lahko sklepamo, da bolezen 
ne izvira zgolj iz poškodovanih nevronov, temveč gre za kombinacijo mutiranih genov v 
motoričnih nevronih in v pomožnih celicah glia [1].  
Prvi gen, ki so ga povezali z nastankom bolezni fALS, je bil SOD1, ki zapisuje za encim 
superoksid-dismutazo 1. Protein se nahaja v citosolu in v medmembranskem prostoru 
mitohondrija, njegova glavna naloga pa je, da katalizira razpad superoksidnih radikalov 
na vodikov peroksid. Do sedaj je bilo z boleznijo povezanih že več kot 170 mutacij, ki se 
pojavljajo po celotni dolžini 153 aminokislinskih ostankov dolgega proteina SOD1. 
Odkrito je bilo, da bolezni ne povzroča zmanjšana encimska aktivnost proteina, temveč 
mutacije SOD1 povzročijo akumulacijo toksičnih produktov v nevronih, kar privede do 
hitre celične smrti. Velik delež mutantov proteina SOD1 se v celici ne uspe pravilno zviti, 
zaradi česar se v celicah pojavijo ubikvitinirane citoplazemske inkluzije nepravilno 
zvitega SOD1. V celicah mikroglie so odkrili, da se nepravilno zvit protein lahko veže na 
Rac1, ki kontrolira aktivacijo NADPH oksidaze (kompleks, ki proizvaja superoksid). 
Posledično lahko v celicah mikroglie mutanti SOD1 namesto, da bi zmanjševali 
znotrajcelično koncentracijo superoksida, povzročijo povišan nivo zunajceličnega 
superoksida [1, 11, 10]. 
Ena glavnih patoloških lastnosti ALS je mislokalizacija proteinov povezanih z boleznijo 
in nastanek proteinskih agregatov zaradi okvarjene degradacije proteinov. Zaradi tega so 
bolezen povezali tudi s procesom avtofagije. Mutacije proteina SOD1 zaradi abnormalnih 





interakcij s proteinom Bcl-1 onemogočajo pravilno formacijo vezikla, ki je potreben za 
potek avtofagije. Proces motijo tudi mutacije proteina FUS, saj predstavlja protein velik 
delež citoplazemskih stresnih granul, ki kolokalizirajo z avtofagosomi. Povečana 
ekspresija mutiranega FUS zato v primarnih nevronih povzroči, da se avtofagija v celicah 
zmanjša. Poleg naštetih, motijo proces avtofagije tudi mutacije proteinov TDP-43, 
C9orf72 in UBQLN2 [12]. 
Kljub temu, da je ALS znana kot nevromišična bolezen, se pri mnogih pacientih pojavijo 
tudi okvare centralno-živčnega sistema. Pri 5-15 % pacientov z ALS se pojavi 
frontotemporalna demenca (FTD), kjer prihaja do propadanja nevronov v 
frontotemporalnem režnju, medtem ko se pri 50 % pojavijo kognitivne in vedenjske 
spremembe, ki so prav tako značilne za FTD. Glavni vzrok za pojav FTD so tako kot pri 
ALS agregacije proteina TDP-43, ki se pojavijo v motoričnih nevronih in poškodovanih 
možganskih regijah pri več kot 50 % pacientov. V evropski populaciji je za paciente z 
ALS-FTD najbolj značilna mutacija gena C9orf72 na kromosomu 9 [8, 12, 13].  
Pred kratkim so z boleznijo ALS povezali tudi mutacije v genu, ki zapisuje za protein 
aneksin A11 [13]. 
1.2 Družina aneksinov 
Aneksini so velika družina strukturno podobnih proteinov, ki se vežejo na fosfolipidne 
membrane v odvisnosti od kalcija. Zaradi njihove lastnosti, da se vežejo na določene 
celične strukture, predvsem membrane, in jih s svojo vezavo stabilizirajo, so dobili ime 
po grški besedi annex, ki pomeni prinesti oz. držati skupaj [14].   
Do sedaj je bilo pri evkariontih identificiranih že več kot sto vrst aneksinov, medtem ko 
se pri prokariontih in kvasovkah ne pojavljajo. Aneksini se delijo v 5 skupin. Pri 
vretenčarjih poznamo 12 različnih aneksinov, ki sodijo v skupino A; to so ANXA1-11 in 
ANXA13 [15]. Aneksini nevretenčarjev sodijo v skupino B, aneksini gliv v C, aneksini 
rastlin v D in aneksini protistov v skupino E [16].  
Sodelujejo pri mnogih intra- in ekstracelularnih bioloških procesih, ki temeljijo na vezavi 
na fosfolipidne membrane. Najpomembnejši med njimi so prenosi preko membrane, 
regulacija in aktivnost ionskih kanalčkov, transdukcija signalov, sodelujejo pa tudi pri 
antiinflamatornih in antikoagulacijskih procesih [17]. 





1.2.1 Protein aneksin A11 
Aneksin A11 je 505 aminokislinskih ostankov dolg protein, velik 56 kDa, ki se v 
odvisnosti od kalcija veže na fosfolipidne membrane [18]. Zanj kodira gen ANXA11, ki 
se nahaja na desetem človeškem kromosomu 10q22-q23 in je sestavljen iz 15 eksonov ter 
14 intronov. Zapis za variabilno N-končno domeno se nahaja na eksonih 2-5,  zapis za 
visoko ohranjeno C-končno domeno pa leži na eksonih 6-15. Gen se zaradi alternativnega 
izrezovanja mRNA pojavlja v treh izoformnih oblikah a, b in c, pri čemer je najpogostejša 
oblika a. Ta je tudi edina, ki se pri človeku izraža v obliki proteina [19]. 
1.2.1.1 Strukturne značilnosti ANXA11 
Tako kot ostali člani aneksinske družine ima tudi aneksin A11 unikatno zvitje, ki mu 
omogoča vezavo na fosfolipidne membrane. Protein se deli na dva strukturno povsem 
različna dela. Na C-končnem delu vsebuje značilno visoko ohranjeno jedro iz 4 
aneksinskih ponovitev (slika 1.2). Ponovitev  je dolga okrog 68 aminokislinskih ostankov 
in je sestavljena iz petih α-vijačnic. Vijačnice A, B, D, in E so organizirane v antiparalelni 
cilinder, ki ga od zgoraj pokriva krajša vijačnica C. Interakcija z membranami poteka na 
konveksni strani molekule, kjer se nahajajo glavna vezavna mesta za kalcij. Vezavo Ca2+ 
omogočajo kisikovi atomi karbonilnih skupin, ki se nahajajo na zanki med vijačnicama 
A in B, in stranska skupina negativno nabite aminokisline glutamata oz. aspartata na zanki 
med vijačnicama D in E [20, 21].  
V primerjavi s C-končnim delom je N-končna regija izredno variabilna in se med 
posameznimi aneksini močno razlikuje po dolžini in aminokislinskem zaporedju [21]. 
Najdaljši N-terminalen rep ima z 219 aminokislinskimi ostanki prav ANXA11. N-
terminalen rep je bogat z glicinskimi, tirozinskimi in prolinskimi ostanki [22]. Nahaja se 
na konkavni strani molekule in igra pomembno vlogo pri jedrni lokalizaciji, tirozinski 
fosforilaciji in degradaciji proteina. Struktura N-terminalnega repa zaradi svojih 
intrinzičnih lastnosti še ni bila določena [20, 21].  
 






Slika 1.2: Strukturni prikaz C-končnega dela proteina aneksina A11. (A) Prikaz štirih homolognih ponovitev α-
vijačnega motiva. Vsaka ponovitev je označena s svojo barvo. (B) Prikaz petih α-vijačnic, ki sestavljajo aneksinsko 
domeno. Vijačnice so označene s črkami A-E. Model človeškega ANXA11 smo pripravili s spletnim programom 
SWISS-MODEL na podlagi strukture ANXA5 (PDB: 1HAK) in ga uredili v programu Chimera. 








(pridobljeno iz spletnega mesta UniProt) 
1.2.1.2 Biološke funkcije aneksina A11 
Aneksin A11 ima zaradi svoje specifične deljene strukture v celici dve biološki funkciji. 
N-terminalen rep aneksina A11 igra kritično vlogo pri interakcijah s proteini, kot sta na 
primer kalciklin (S100A6) in z apoptozo povezan protein ALG-2 [19]. Med procesom 
celične signalizacije ga lahko fosforilira MAPK, vendar sam mehanizem reakcije še ni 
poznan [23]. C-končna domena se v odvisnosti od Ca2+ veže na negativno nabite 
fosfolipide celičnih membran [24]. 
Aneksin A11 se v celici večino časa nahaja v nukleoplazmi. Povišana znotrajcelična 
koncentracija Ca2+ povzroči, da se ANXA11 premakne iz jedra v jedrno ovojnico, kjer 
pride do vezave s S100A6. Vezava na S100A6 poteka preko aminokislinskih ostankov 
49-62 na N-terminalni domeni [24]. 
Protein so povezali tudi s celičnim ciklom, saj njegovo pomanjkanje v procesu citokineze 
inhibira nastanek Flemmingovega telesca (angl. midbody). Aneksin A11 med celično 
delitvijo sodeluje pri ponovni tvorbi jedrne ovojnice hčerinskih celic. Med profazo se 
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preko interakcije s S100A6 premakne v razpadajočo jedrno ovojnico in se med pozno 
telofazo translocira v Flemmingova telesca. Celice brez aneksina A11 ne morejo tvoriti 
funkcionalnih Flemmingovih telesc, kar pomeni, da pomanjkanje aneksina med celično 
delitvijo povzroči, da se hčerinske celice ne morejo ločiti med seboj, kar vodi do njihove 
apoptoze [16, 20, 26]. 
S fuzijo aneksina A11 z zelenim fluorescenčnim proteinom GFP je bilo dokazano tudi, 
da je C-terminalna domena proteina občutljiva na vezavo Ca2+, medtem ko je N-
terminalna domena ključna za vstop v jedro, saj vsebuje zapis za jedrni lokalizacijski 
signal NLS, brez katerega ostane protein v citoplazmi [24]. 
Aneksin A11 sodeluje tudi pri procesu s Ca2+ regulirane eksocitoze, ki je v celicah 
odgovorna za sproščanje hormonov, prebavnih encimov, modulatorjev imunskega 
sistema in nevrotransmiterjev. Cel protein oz. njegove fragmente so med drugim zaznali 
v inzulinskih granulah β-celic trebušne slinavke [19]. 
Aneksin A11 preko interakcije s S100A6 sodeluje tudi pri diferenciaciji spola. Glavni gen 
za določitev spola SRY najdemo na kromosomu Y [19]. Če je gen SRY prisoten in poskrbi 
za transkripcijo proteina, ki deluje kot transkripcijski faktor (testis determinirajoč faktor 
– TDF), se razvije moški, drugače pa ženska [26]. Ugotovljeno je bilo, da se nivo 
ekspresije ANXA11 v odvisnosti od gena SRY močno razlikuje med spoloma. Velike 
količine proteina so bile odkrite v razvijajočih se testisih, med tem ko ga v jajčnikih po 
12,5 dneh po oploditvi sploh ni bilo več za zaznati. Zanimivo je dejstvo, da je bila v 
embrionalnih testisih zaznana tudi ekspresija S100A6, kar podpira možno interakcijo med 
S100A6 in ANXA11 in vivo [27]. 
Nepravilno delovanje aneksina A11 so do sedaj povezali že z več boleznimi, med drugim 
tudi z nastankom raka in njegovim zdravljenjem, avtoimunskimi boleznimi, kot je 
sarkoidoza, ter s sladkorno boleznijo. Ugotovljeno je bilo, da je ANXA11 direktno 
povezan s celično proliferacijo pri raku jajčnikov. Z utišanjem gena za ANXA11, so 
ugotovili, da je celična rast upadla, hkrati pa se je zmanjšala sposobnost tvorbe kolonij 
rakavih celic [15]. 
1.2.2 Aneksin A11 in amiotrofična lateralna skleroza 
Amiotrofično lateralno sklerozo lahko povzročijo tudi mutacije proteina aneksina A11. 
V raziskavi leta 2017 je bilo odkritih več mutant ANXA11, med drugimi, G38R, D40G, 
G189E in R235Q, ki povzročajo polimorfizme v evropski populaciji [13]. Kasneje je bilo 





objavljenih tudi več kitajskih raziskav, ki so odkrile dodatne mutacije ANXA11 v 
povezavi z ALS [6, 29, 30, 31] (slika 1.3). 
 
 
Slika 1.3: Identificirane mutacije ANXA11 pri pacientih z ALS in ALS-FTD. Z roza krogom je prikazano vezavno 
mesto za kalciklin (S100A6), rdeči trak predstavlja predpostavljeno mesto za jedrni lokalizacijski signal, oznake 
ANX1-4 predstavljajo 4 aneksinske ponovitve na C-končnem delu proteina, z roza barvo so označene mutacije v 
evropski populaciji, z zeleno in modro pa so pod shemo označene dodatne mutacije najdene pri kitajskih pacientih. 
Prirejeno po [6, 14, 29]. 
Polovica mutacij ANXA11, ki povzročajo sALS in fALS, se nahaja na N-končnem delu 
proteina (ki predstavlja 1/3 proteina), iz česar lahko sklepamo, da je ta regija funkcionalno 
zelo pomembna. Mesta mutacij N-končne domene so pri sesalcih visoko ohranjena, 
mutacije C-končnega dela proteina pa so ohranjene pri ptičih, plazilcih in dvoživkah [13].  
Za paciente z mutacijami ANXA11 je značilen pozen pojav bolezenskih znakov (v 
povprečju pri 67 letih) in klasičen fenotip ALS (degeneracija nevronov, nastanek 
agregatov fosfo-TDP-43 in astroglioz) brez pojava demence. Najpogostejša mutacija 
ANXA11, ki v evropski populaciji povzroča ALS, je D40G. Pri petih od šestih pacientov 
z mutacijo D40G so se pojavili začetni simptomi bolezni, kot sta težavi z govorom in 
požiranjem. Pri raziskovanju tkiva pacienta s sALS, ki je nosil mutacijo D40G, so odkrili 
klasične fenotipske značilnosti ALS skupaj z unikatnimi inkluzijami imunoreaktivnega 
aneksina A11, ki jih pri drugih pacientih z ALS in pri kontrolnih skupinah ni bilo opaziti 
(slika 1.4). Agregati mutiranih oblik ANXA11 sekvestrirajo tudi ANXA11 divjega tipa, 
zaradi česar je onemogočeno normalno funkcioniranje proteina. Poleg ANXA11 se zaradi 
motene celične proteostaze začne akumulirati tudi protein TDP-43 [13].  
  






Slika 1.4: Imunohistokemijska analiza inkluzij ANXA11 v tkivu hrbtenjače pacienta s sALS z mutacijo D40G. 
(A)-(C) ANXA11 pozitivne inkluzije v motoričnih nevronih hrbtenjače. (A) Zavite inkluzije ANXA11 (angl. skein-
like inclusions). (B) Filamentne inkluzije ANXA11. (C) Tubularne inkluzije ANXA11. (D) Kontrolno tkivo pacientov 
brez ALS. Prirejeno po [13]. 
LEGENDA: odebeljeno z modro barvo je prikazano mesto mutacije D40G. 








(pridobljeno iz spletnega mesta UniProt) 
V evropski raziskavi so ugotovili, da večina mutacij N-končnega dela ANXA11 ne vpliva 
na topnost proteina, vplivajo pa na vezavo proteina s S100A6, saj se nahajajo v bližini 
njegovega vezavnega mesta. Mutaciji D40G in G189E sta inhibirali vezavo ANXA11 na 
S100A6, medtem ko se je le-ta povečala pri mutaciji G38R. Ker je večina N-končnih 
mutacij inhibirala vezavo S100A6, so sklepali, da lahko kalciklin igra pomembno vlogo 
pri strukturi in funkciji ANXA11. Prav tako so dokazali, da se pri pacientih z mutacijo 
D40G, poveča ekspresija kalciklina v astrocitih, kar vodi do nastanka oligomerov, ki bi 
lahko vplivali na agregacijo SOD1 [13]. 
V kitajski raziskavi je bilo dokazano, da mutaciji G38R in D40G zmanjšata razpolovno 
dobo oziroma stabilnost ANXA11 v primerjavi s proteinom divjega tipa, in ne vplivata 
na njegovo topnost [30]. 
V prihodnosti so potrebne še nadaljnje raziskave, kako mutacije ANXA11 vplivajo na 
zvijanje proteina, njegovo vezavo na kalciklin, vezikularni transport in agregacijo TDP-
43, s čimer bi lahko pojasnili mehanizme ALS [13]. 
 






2. Namen dela in hipoteze 
Ker je bilo v prejšnjih raziskavah dokazano, da prihaja pri izolaciji proteina aneksina A11 
do cepitve N-končnega dela proteina, smo želeli v okviru diplomske naloge pripraviti obe 
skrajšani obliki aneksina A11, ki sta nastajali med izolacijo: 
• ANXA11dN1-118, ki se cepi pri Ser119,  
• in ANXA11dN-ter, ki se cepi pri Gly179. 
 
Vektorske konstrukte, pripravljene v bakterijskih ekspresijskih vektorjih pMCSG7 in 
pMCSG7-GST, smo želeli izraziti v celicah E. coli seva BL21 [DE3] pLysS, jih izolirati 
z afinitetno kromatografijo preko heksahistidinske oznake in jih okarakterizirati. Proteina 
ANXA11dN1-118 in ANXA11dN-ter smo želeli pridobiti v bolj topni obliki in z večjim 
izkoristkom tako, da bi lahko izolirali omenjena proteina v čimbolj čisti obliki in v večjih 
količinah. Vektorja pMCSG7 in pMCSG7-GST smo izbrali, ker omogočata kloniranje 
LIC ter fuzijo z GST, ki proteinom pomaga pri topnosti in izolaciji. Želeli smo pridobiti 
zadostno količino rekombinantnih proteinov za pripravo kristalov za določanje 3D 
strukture. 
 
Z uporabo mestnospecifične mutageneze smo želeli pripraviti tudi vektorski konstrukt 
ANXA11 z mutacijo D40G. 
 
Hipoteze: 
• Z uporabo mestnospecifične mutageneze bomo v protein ANXA11 uspešno 
uvedli mutacijo D40G. 
• Ekspresijski sistem na osnovi vektorja pMCSG7 omogoča pripravo večjih količin 
proteinov brez označevalcev (cepitev s TEV). 
• Fuzija mutantov ANXA11 z oznako GST bo zmanjšala cepitev proteinov v 



















3.1.1  pMCSG7 in pMCSG7-GST 
Vektor pMCSG7 je bakterijski ekspresijski vektor, dolg 5286 baznih parov (slika 3.1A). 
Vanj lahko vstavimo zapis za vključek s klasičnim kloniranjem ali pa z metodo LIC 
oziroma z od ligacije neodvisnim kloniranjem. Protein, vnesen po metodi LIC, lahko 
izrazimo s heksahistidinsko oznako na N-koncu, ki jo lahko po potrebi odcepimo s 
proteazo TEV. Oba vektorja, pMCSG7 in pMCSG7-GST, vsebujeta zapis za odpornost 
proti ampicilinu in promotor ter terminator iz faga T7, kar pomeni, da lahko njuno 
nukleotidno zaporedje analiziramo z uporabo T7 začetnih oligonukleotidov. Vektor 
pMCSG7-GST poleg naštetega vsebuje še zaporedje za glutation S-transferazo, ki 
omogoča izražanje rekombinantnega proteina kot fuzijo z oznako GST na N-koncu (slika 
3.1B). Ta omogoča izolacijo proteina preko imobiliziranega glutationa, hkrati pa izboljša 
njegovo topnost [31]. 
Zaporedji za skrajšani obliki proteina ANXA11 (ANXA11dN1-118 in ANXA11dN-ter) smo 
vstavili v ekspresijska vektorja pMCSG7 oz. pMCSG7-GST (slika 3.1), ki sta bila 
predhodno linearizirana na restrikcijskem mestu SspI. To mesto je namenjeno vstavljanju 
vključka po metodi LIC.  
Slika 3.1: Vektorski karti pMCSG7 in pMCSG7-GST. (A) Vektor pMCSG7 vsebuje mesto ori za pomnoževanje v 
bakterijah, zapis za gen ampR, ki je potreben za odpornost proti ampicilinu, in zapis za represor Lac. V polilinkersko 
regijo lahko rekombinantni protein vnesemo preko klasičnih restrikcijskih mest ali preko restrikcijskega mesta 
restriktaze SspI z metodo LIC. (B) Vektor pMCSG7-GST vsebuje še zapis za glutation S-transferazo. Slika je bila 
ustvarjena s programom SnapGene. 
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3.2 Začetni oligonukleotidi 
Začetne oligonukleotide za od ligacije neodvisno kloniranje in mutagenezo QuikChange 
II smo naročili pri podjetju Sigma-Aldrich (tabela 3.1). Prejete liofilizirane vzorce smo 
raztopili v avtoklavirani deionizirani vodi do končne koncentracije 100 µM. Za potrebe 
PCR smo vzorce razredčili še desetkrat do koncentracije 10 µM. Vse raztopine smo 
shranjevali pri -20 °C. 
Tabela 3.1: Začetni oligonukleotidi za kloniranje zapisa mutantov proteina ANXA11. Za pripravo skrajšanih oblik 
proteina ANXA11dN1-118 in ANXA11dN-ter smo uporabili kloniranje LIC. Za pripravo mutante D40G smo prav tako 
uporabili kloniranje LIC in mutagenezo QuikChange II. Kratici for oziroma rev v oznaki označujeta smerni oziroma 
protismerni oligonukleotid. 
Ime Nukleotidno zaporedje 5' → 3' Tm [°C] Namen 
LICdN1-118for  TACTTCCAATCCAATGCTAGTTACCCG
CCGTATCCGGGT  
68 Vnos ANXA11dN1-118 v vektor 
po metodi LIC 
LICdNterfor TACTTCCAATCCAATGCTGGTACAGTT
ACCCCGGCAGTG 




66 Vnos variante ANXA11 v 
vektor po metodi LIC 
QCD40Gfor CCGATTGGTCTGGGTAACGTGGCCACC
TATG 
78 Uvajanje mutacije D40G z 
mutagenezo QuikChange II 
QCD40Grev CATAGGTGGCCACGTTACCCAGACCA
ATCGG 
78 Uvajanje mutacije D40G z 
mutagenezo QuikChange II 
T7for  TAATACGACTCACTATAGGG  47,7 Določanje nukleotidnega 
zaporedja kontrolne reakcije 
PCR 
T7rev  TAGTTATTGCTCAGCGGTGG  51,8 Določanje nukleotidnega 




Pri laboratorijskem delu smo uporabljali sledeče kemikalije:  
Agar (Sigma-Aldrich), agaroza (Sigma-Aldrich), akrilamid (Sigma-Aldrich), L-aspartat 
(Sigma-Aldrich), β-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich), CBB (Sigma-Aldrich), citronska 
kislina (Sigma-Aldrich), DMSO (Sigma-Aldrich), DTT (Thermo Fisher Scientific), 
EDTA (Thermo Fisher Scientific), etanol (ECP), etidijev bromid (Sigma-Aldrich), 
glicerol (Thermo Fisher Scientific), glukoza (Sigma-Aldrich), HEPES (Sigma-Aldrich), 
imidazol (Sigma-Aldrich), KCl (Sigma-Aldrich), KH2PO4 (Sigma-Aldrich), kvasni 
ekstrakt (Biolife), laktoza (Sigma-Aldrich), Mg2SO4 (Sigma-Aldrich),  natrijev citrat 
dihidrat (Sigma-Aldrich), NaCl (Sigma-Aldrich), NaH2PO4 (Sigma-Aldrich), NaDS 





(Sigma-Aldrich), NaOH (Sigma-Aldrich), Na2SO4 (Sigma-Aldrich), NH4Cl (Sigma-
Aldrich), NH4SO4 (Sigma-Aldrich), N-Z-amin (Sigma-Aldrich), ocetna kislina (Gram-
mol), pepton (Sigma-Aldrich), proteazni inhibitorji (Roche), TEMED (Sigma-Aldrich), 
Trizma (Sigma-Aldrich).  
3.3.1 Pufri in raztopine 
Pri eksperimentalnem delu opisanem v diplomski nalogi, smo uporabili sledeče pufre in 
raztopine: 
Kloniranje in AGE 
• 5-kratni reakcijski pufer za DNA-polimerazo Phusion (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA)  
• 10 mM mešanica dNTP-jev (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• 100 mM dCTP (Thermo Fisher Scientific, ZDA)  
• 100 mM dGTP (Thermo Fisher Scientific, ZDA)  
• 5-kratni reakcijski pufer za DNA-polimerazo T4 (Thermo Fisher Scientific, ZDA)  
• 10-kratni reakcijski pufer za restriktazo SspI (New England Biolabs, ZDA)  
• 10-kratni reakcijski pufer za restriktazo KpnI (New England Biolabs, ZDA) 
• 10-kratni reakcijski pufer za restriktazo DpnI (New England Biolabs, ZDA) 
• 10-kratni reakcijski pufer za DNA-polimerazo KOD Hot Start (Merck KGaA, 
Nemčija) 
• 6-kratni nanašalni pufer za AGE (Thermo Fisher Scientific, ZDA)  
• 1-kratni pufer TAE (40 mM Tris pH 8,3, 20 mM natrijev acetat, 1 mM EDTA). 
 
Izražanje in izolacija proteinov 
• 1 M MgSO4 
• 50-kratni pufer M (1,25 M Na2HPO4, 1,25 M KH2PO4, 2,5 M NH4Cl, 0,25 M 
Na2SO4) 
• 50-kratni pufer 5052 (2,5-odstotna glukoza, 10-odstotna laktoza, 25-odstotni 
glicerol) 
• 40-odstotna raztopina glukoze 
• 25-odstotna raztopina aspartata 
• HEPES vezavni pufer za IMAC za ANXA11dN1-118  (20 mM HEPES pH 7, 150 
mM KCl) 





• HEPES elucijski pufer za IMAC za ANXA11dN1-118 (20 mM HEPES pH 7, 150 
mM KCl, 300 mM imidazol) 
• HEPES dializni pufer za ANXA11dN1-118 (20 mM HEPES pH 7, 150 mM KCl, 5 
mM EDTA, 1 mM DTT) 
• HEPES vezavni pufer za IMAC za ANXA11dN1-118-GST in ANXA11dN-ter-GST 
(20 mM HEPES pH 7,5, 150 mM KCl) 
• HEPES elucijski pufer za IMAC za ANXA11dN1-118-GST in ANXA11dN-ter-GST 
(20 mM HEPES pH 7,5, 150 mM KCl, 300 mM imidazol) 
• HEPES dializni pufer za ANXA11dN1-118-GST in ANXA11dN-ter-GST (20 mM 
HEPES pH 7,5, 150 mM KCl, 5 mM EDTA, 1 mM DTT) 
• 2 M NaCl 
• 20-odstotni etanol 
• 70-odstotni glicerol 
• 5-kratni nanašalni pufer za NaDS-PAGE (200 mM Tris pH 6,8, 8-odstotni NaDS, 
0,4-odstotno bromfenol modro, 50-odstotni glicerol, 2-odstotni β-
merkaptoetanol) 
• 10-kratni pufer za NaDS-PAGE (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1-odstotni NaDS) 
• 4-kratni ločevalni pufer za poliakrilamidni gel z NaDS (1,5 M Tris pH 8,8) 
• 4-kratni koncentracijski pufer za poliakrilamidni gel z NaDS (0,5 M Tris pH 6,8) 
• barvalna raztopina za poliakrilamidne gele (0,05-odstotni CBB, 30-odstotni 
etanol, 5-odstotna ocetna kislina) 
• razbarvalna raztopina za poliakrilamidne gele (30-odstotni etanol, 10-odstotna 
ocetna kislina). 
3.4 Kompleti reagentov  
Pri laboratorijskem delu smo uporabljali naslednje komplete reagentov za delo z DNA:  
• komplet reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit za izolacijo plazmidne DNA 
(Thermo Fisher Scientific)  
• komplet reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction Kit za izolacijo DNA iz agaroznega 
gela (Omega Bio-Tek) 
• komplet reagentov za mutagenezo QuikChange II, Site-Directed Mutagenesis Kit 
(Agilent). 






Pri delu smo uporabljali naslednje encime: 
• DNA-polimeraza Phusion (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• DNA-polimeraza T4 (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• DNA-polimeraza KOD Hot Start (Merck KGaA, Nemčija) 
• nukleaza benzonaza (Merck KGaA, Nemčija) 
• restriktaza KpnI (New England Biolabs, ZDA) 
• restriktaza SspI (New England Biolabs, ZDA) 
• restriktaza DpnI (New England Biolabs, ZDA). 
3.6 Standardi velikosti DNA in proteinov  
Za analizo vzorcev z AGE in NaDS-PAGE smo uporabili naslednje standarde velikosti:  
• standard velikosti DNA Quick-Load 1 kb DNA Ladder v območju med 0,5 in 10 
kb (New England Biolabs)  
• standard velikosti proteinov Pierce Unstained Protein MW Marker v območju od 
14,4 kDa do 116,0 kDa (Thermo Fisher Scientific)  
3.7 Bakterijski sevi, gojišča in komponente gojišč 
Pri laboratorijskem delu smo uporabljali bakterijo Escherichia coli. Za kloniranje smo 
uporabili sev DH5α, za ekspresijo proteinov pa sev BL21 [DE3] pLysS. Kompetentne 
celice, pripravljene za transformacijo, so bile shranjene pri -80 ⁰C. 
Bakterijska gojišča in njihove komponente, ki smo jih uporabljali pri delu, so navedene v 
tabeli 3.2. Gojiščem smo po potrebi sterilno dodali že pripravljene založne koncentracije 
antibiotikov ampicilina (100 mg/mL), kanamicina (50 mg/mL) in kloramfenikola (50 
mg/mL). Na tak način smo preprečili kontaminacijo gojišč z bakterijami brez plazmida z 
zapisom za željen protein.  
Založne raztopine so bile shranjene pri -20 ⁰C, pripravljene kot 1.000-kratne raztopine v 
50-odstotnem etanolu. 
  





Tabela 3.2: Gojišča in komponente gojišč. 
Ime gojišča Sestavina Količina 
gojišče LB  
(1 L) 
→Avtoklaviranemu gojišču smo po pripravi 
po potrebi sterilno dodali še ustrezen 
antibiotik. 
pepton 10 g 
kvasni ekstrakt 5 g 
NaCl 10 g 
tekoče gojišče ZY 
(1 L) 
→Po pripravi avtoklavirano. 
N-Z-amin 10 g 
kvasni ekstrakt 5 g 
gojišče MDG 
(20 mL) 
→Vse raztopine, ki smo jih uporabili za 
pripravo gojišča, so bile predhodno 
avtoklavirane. 
1 M MgSO4 20 µL 
40-odstotna raztopina glukoze 250 µL 
25-odstotna raztopina aspartata 200 µL 
50-kratni pufer M 400 µL 
dH2O 19,1 mL 
ustrezen antibiotik 20 µL 
gojišče ZYM-5052 
(400 mL) 
→Vse raztopine, ki smo jih uporabili za 
pripravo gojišča, so bile predhodno 
avtoklavirane. 
tekoče gojišče ZY 370,4 mL 
50-kratni pufer M 8 mL 
50-kratni pufer 5052 8 mL 
1 M MgSO4 800 µL 
ustrezen antibiotik 400 µL 
gojišče SOC 
(1 L) 
→Gojišče je bilo avtoklavirano pred 
dodatkom 20 mM raztopine glukoze in nato 
sterilno filtrirano skozi 0,22 µm filter. 
N-Z-amin (2 %) 20 g 
kvasni ekstrakt 5 g 
NaCl (10 mM) 0,58 g 
KCl (2,5 mM) 0,19 g 
MgCl2 (10 mM) 0,95 g 
MgSO4 (10 mM) 1,20 g 
glukoza (20 mM) 0,36 g 
 
  










Želeli smo pripraviti tri mutante proteina ANXA11 divjega tipa; cel ANXA11 z mutacijo 
D40G in dve skrajšani obliki: ANXA11dN1-118, pri katerem je zaporedje skrajšano do 
Ser119, in ANXA11dN-ter, pri katerem je zaporedje skrajšano do Gly179  (slika 4.1). 
Skrajšani obliki proteina smo želeli pripraviti tudi kot fuzijo s proteinom GST, ki pri 
proteinih poveča njihovo topnost in zmanjša fragmentacijo proteinov med izolacijo. Za 
pripravo proteina z mutacijo D40G smo uporabili predhodno pripravljen zapis za protein 
ANXA11 divjega tipa. 
4.1.1 Priprava matrične DNA za kloniranje 
Zapis za človeški ANXA11 divjega tipa z optimiziranimi kodoni za ekspresijo v 
bakterijskih celicah smo naročili pri podjetju Genewiz. Zapis je bil vnesen v vektor 
pUC57 med prepoznavni mesti za restriktazi NcoI in XhoI na 5'- oz. 3'-koncu zaporedja 
in nam je služil kot izhodiščna DNA za nadaljnje postopke kloniranja. 
4.1.2 Od ligacije neodvisno kloniranje (LIC) 
Od ligacije neodvisno kloniranje je način molekulskega kloniranja brez prisotnosti DNA-
ligaze. Metoda LIC temelji na sočasnem vnosu zaporedij vključka in lineariziranega 
Slika 4.1: Oblike ANXA11. (A) ANXA11 z mutacijo D40G in heksahistidinsko na N-koncu. (B) ANXA11 skrajšan 
do Ser119 in heksahistidinsko oznako na N-koncu. (C) ANXA11 skrajšan do Ser119 in heksahistidinsko ter GST 










vektorja z lepljivimi prilegajočimi se konci v kompetentne bakterijske celice, ki nato s 
svojimi endogenimi mehanizmi popravijo oz. dopolnijo manjkajoče nukleotide v 
rekombinantnem plazmidu. 
Za kloniranje smo izbrali vektor pMCSG7, ki vsebuje prepoznavno mesto za proteazo 
TEV, preko katerega smo lahko v nadaljevanju po želji odcepili heksahistidinsko oznako 
na N-koncu rekombinantnih proteinov. 
4.1.2.1 Pomnoževanje zapisov za ANXA11 z metodo PCR in priprava vključkov 
za kloniranje LIC 
Skrajšani obliki ANXA11dN1-118 in ANXA11dN-ter smo za vnos v vektor pMCSG7 oz. 
pMCSG7-GST pripravili s pomnoževanjem s specifičnimi oligonukleotidi za verižno 
reakcijo s polimerazo (tabela 4.1). Na ta način smo skrajšali zapis divjega tipa proteina 
do želene dolžine in ustvarili podaljšane konce z ustreznimi restrikcijskimi mesti za 
nadaljnje kloniranje LIC (tabela 4.2). 
Tabela 4.1: Reakcijska mešanica za pomnoževanje zaporedij variant ANXA11 za kloniranje LIC s polimerazo 
Phusion. Za matrično DNA smo uporabili naročeni klon ANXA11 z optimiziranimi kodoni. Za pripravo različnih 
oblik proteina ANXA11 smo uporabili smerne začetne oligonukleotide LICdN1-118for in LICdNterfor ter 
protismerni začetni oligonukleotid LICrev. 
 
 
Reakcijske komponente Volumen [µL] 
matrična DNA (10 ng/µL)       1  
5× reakcijski pufer       5 
10 µM smerni začetni oligonukleotid       1,25 
10 µM protismerni začetni oligonukleotid       1,25 
10 mM mešanica dNTP       0,5 
DNA-polimeraza Phusion (2 U/µL)       0,25 
DMSO       0,75 
dH2O     15 
∑     25 





Tabela 4.2: Temperaturni program za pomnoževanje zaporedij variant ANXA11 za kloniranje LIC s 
polimerazo Phusion. 
 
Po končani PCR reakciji smo produkte nanesli na 1-odstotni agarozni gel v pufru TAE, 
da so se ločili po velikosti. Vzorcem smo pred nanosom na gel dodali 6x nanašalni pufer. 
Produkte, ki so ustrezali željenim dolžinam, smo nato izolirali iz agaroznega gela s 
pomočjo kompleta reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction Kit DNA in jih eluirali s 30 µL 
elucijskega pufra. 
Tako pripravljene vključke smo inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi skupaj z DNA-
polimerazo T4 v prisotnosti dCTP-jev (tabela 4.3). Polimeraza je v tem času s svojo 3'→5' 
eksonukleazno aktivnostjo cepila vse nukleotide do prvega citozinskega ostanka. Tako 
smo dobili vključke z lepljivimi konci, komplementarnimi le-tem na vektorju.  
Tabela 4.3: Reakcijska mešanica za inkubacijo izoliranih produktov PCR z DNA-polimerazo T4. Komponente 
reakcije smo odtalili na sobno temperaturo, jih zmešali na ledu in na zadnje dodali encim. Količina dodane DNA je 
ustrezala končni  koncentraciji 20 ng/μL.  
Reakcijske mešanice smo po inkubaciji 20 minut segrevali na 75 °C in s tem inaktivirali 
DNA-polimerazo T4. Tako pripravljene vključke smo uporabili za kloniranje LIC. 
     [⁰C]         Čas Število ciklov 
       Začetna denaturacija 98           1 min 1 
       Denaturacija 98 1      15 s  
       Prileganje 68         20 s 32 
       Podaljševanje 72         50 s  
K    Končno podaljševanje 72           7 min 1 
Reakcijske komponente Volumen [μL] 
DNA izoliranega produkta PCR       x  
5-kratni reakcijski pufer       4 
2 mM dCTP       1 
DNA-polimeraza T4  (5 U/μL)       0,2 (1 U) 
dH2O     14,8 - x 
Σ     20 





4.1.2.2 Priprava vektorjev pMCSG7 in pMCSG7-GST za kloniranje LIC 
Tako kot pri vključkih, smo morali tudi pri vektorjih pred obdelavo s polimerazo T4 
pripraviti komplementarne lepljive konce. Vektorja pMCSG7 in pMCSG7-GST smo 
najprej linearizirali z restriktazo SspI in ju nato na enak način kot vključke obdelali z  
DNA-polimerazo T4, vendar tokrat ob prisotnosti dGTP-jev (tabela 4.4 in tabela 4.5). 
Tabela 4.4: Reakcijska mešanica za linearizacijo vektorjev pMCSG7 in pMCSG7-GST z restriktazo SspI. 
Komponente reakcije smo odtalili na sobno temperaturo, jih zmešali na ledu in na zadnje dodali encim. Količina dodane 
DNA je ustrezala približno 1,5 µg. Reakcijsko mešanico smo inkubirali 1 uro pri 37 °C. 
 
 
Tabela 4.5: Reakcijska mešanica za obdelavo vektorske DNA z DNA-polimerazo T4. Komponente reakcije smo 
odtalili na sobno temperaturo, jih zmešali na ledu in na zadnje dodali encim. Količina dodane vektorske DNA je 
ustrezala končni  koncentraciji 5 ng/μL. Reakcijo smo inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi. 
Reakcijske komponente Volumen [μL] 
DNA vektorja (100 ng)        x 
5-kratni reakcijski pufer       4 
2 mM dGTP       1 
DNA-polimeraza T4  (5 U/μL)       0,2  
dH2O    14,8 – x 
Σ    20 
Reakcijske mešanice smo po inkubaciji 20 minut segrevali na 75 °C in s tem inaktivirali 
DNA-polimerazo T4. Tako pripravljene vektorje smo uporabili za kloniranje LIC. 
4.1.2.3 In vitro hibridizacija in transformacija kompetentnih celic DH5α 
S tako pripravljenima raztopinama lineariziranega vektorja in vključka smo transformirali 
kompetentne celice DH5α. V mikrocentrifugirki smo zmešali po 3 µL raztopine vektorja 
in inserta ter mešanico inkubirali na ledu 30 minut. Nato smo dodali alikvot 100 µL na 
ledu odtaljenih celic E. coli DH5α ter znova inkubirali na ledu, tokrat 15 minut z 
Reakcijske komponente Volumen [μL] 
DNA vektorja     13 
10-kratni reakcijski pufer       2,4 
restriktaza SspI       0,6 
dH2O       8 
Σ     24 





občasnim mešanjem. Inkubacijo smo prekinili s 45 sekund dolgim toplotnim šokom pri 
42 °C in nadaljevali po standardnem postopku za transformacijo (poglavje 4.2). 
4.2 Transformacija kompetentnih bakterijskih celic E. coli 
Ker se učinkovitost transformacije razlikuje pri različnih korakih dela, smo pri 
laboratorijskem delu uporabili dva različna postopka transformacije. Prvega smo 
uporabili pri transformiranju celic E. coli DH5α za  kloniranje LIC in v nadaljevanju pri 
transformiranju ekspresijskega seva BL21 [DE3] pLysS z izoliranim plazmidom. Drug 
način pa smo uporabili pri transformaciji kompetentnih celic DH5α z mešanico za 
uvajanje mutacije D40G v že pripravljen plazmid. 
Po končanem kloniranju LIC smo s tako pripravljeno DNA transformirali kompetentne 
celice klonirnega seva E. coli DH5α, jo v njih namnožili, izolirali s posebnim kompletom 
reagentov za izolacijo plazmidne DNA in preverili uspešnost kloniranja z analizo 
sekvenc. Z uspešno pripravljenimi konstrukti smo nato transformirali ekspresijski sev 
BL21 [DE3] pLysS z namenom nadaljnjega izražanja rekombinantnih oblik ANXA11. 
4.2.1 Transformacija kompetentnih celic DH5α in BL21 [DE3] pLysS 
Kompetentne celice DH5α in BL21 [DE3] pLysS smo shranjevali pri -80 °C. Za potrebe 
transformacije smo na ledu odtajali alikvot 100 µL celic in jim dodali 1 µL plazmida oz. 
vseh 6 µL ligacijske mešanice. Mikrocentrifugirko smo inkubirali na ledu 15 minut in jo 
občasno premešali. Inkubacijo smo prekinili s 45 sekund dolgim toplotnim šokom pri 42 
°C in mikrocentrifugirko nato še za 2 minuti vrnili na led. Po dodatku 400 µL gojišča LB 
brez antibiotika, smo transformacijsko mešanico stresali 1 uro pri 37 °C. V primeru 
transformacije po kloniranju LIC smo želeli na ploščo razmazati vse celice, zato smo jih 
odcentifugirali (1 minuto na 10.000 g),  zavrgli 400 µL gojišča in celice resuspendirali v 
preostalem gojišču. Vseh 100 µL suspenzije smo nato sterilno nanesli na LB ploščo z 
dodanim ampicilinom in tako pripravljene plošče inkubirali čez noč pri 37 °C. 
4.2.2 Transformacija kompetentnih celic DH5α za potrebe mutageneze 
QuikChange II 
Alikvot 100 µL kompetentnih celic DH5α smo odtajali na ledu, jim dodali 5 µL reakcijske 
mešanice po mutagenezi QuikChange II (poglavje 4.4) in jih nato na ledu inkubirali 30 
minut. Po 90 sekund dolgem toplotnem šoku pri 42°C, s katerim smo prekinili inkubacijo, 
smo celice vrnili nazaj na led še za 2 minuti. Nato smo sterilno dodali 800 µL gojišča 





SOC brez antibiotika in suspenzijo stresali 45 minut pri 37 °C. Po inkubaciji smo 
bakterijske celice odcentrifugirali (2 minuti na 3.000 g) in odstranili  800 µL gojišča. 
Bakterijsko usedlino smo resuspendirali v preostalem gojišču in na LB ploščo z dodanim 
ampicilinom sterilno razmazali 100 µL transformiranih celic. Tako pripravljene plošče 
smo inkubirali čez noč pri 37 °C. 
4.3 Izolacija plazmidne DNA in določanje nukleotidnega zaporedja 
Izbrali smo nekaj kolonij, ki so zrasle na selekcijskem gojišču po transformaciji, in jih s 
sterilnim nastavkom nacepili v epruvete, ki so vsebovale vsaka po 5 mL tekočega gojišča 
LBA. Pripravili smo tudi kontrolno epruveto s sterilnim nastavkom za pipeto brez 
kolonije, s katero smo preverjali sterilnost pripravljenega gojišča. Tako pripravljene 
epruvete smo stresali čez noč pri 37 °C.  
Plazmidno DNA smo iz prekonočne kulture izolirali s kompletom reagentov GeneJET 
Plasmid Miniprep Kit po navodilih proizvajalca. Plazmidno DNA smo iz kolone sprali s 
30 µL elucijskega pufra (10 mM Tris-HCl, pH 8.5), vzorcem na NanoDropu izmerili 
koncentracijo in jih shranili pri -20 ⁰C. 
4.3.1 Restrikcija s KpnI za preverjanje vsebnosti vključka po kloniranju LIC 
Da bi preverili, ali naši konstrukti po kloniranju LIC dejansko vsebujejo želene vključke, 
smo izvedli restrikcijsko analizo z restriktazo KpnI (tabela 4.6). Prepoznavno zaporedje 
za KpnI se na rekombinantnem plazmidu pojavi dvakrat; prvič v RCS regiji vektorjev 
pMCSG7 in pMCSG7-GST, in drugič na vključku, zato smo po rezanju na gelu 
pričakovali dva fragmenta. 
Tabela 4.6: Reakcijska mešanica za preverjanje vključkov z restriktazo KpnI. Komponente reakcije smo odtalili 
na sobno temperaturo, jih zmešali na ledu in na zadnje dodali encim. Količina dodane DNA je ustrezala približno 400 
ng. Reakcijsko mešanico smo inkubirali 1 uro pri 37 °C. 
 
Reakcijske komponente Volumen [μL] 
DNA rekombinantnega plazmida (400 ng)        x  
10-kratni reakcijski pufer       1 
restriktaza KpnI (10 U/μL)       0,6 
dH2O    8,4 – x 
Σ    10 
 





4.3.2 Določanje nukleotidnega zaporedja 
Za določitev natančnega nukleotidnega zaporedja plazmidne DNA, smo vzorce poslali v 
podjetje Eurofins. V mikrocentrifugirko smo dodali 400-500 ng izolirane DNA, 2,5 µL 
ustreznega oligonukleotida (10 µM) in mešanico razredčili do 10 µL z deionizirano vodo. 
Pri določanju sekvenc konstrukta GST-ANXA11D40G smo uporabili smerni začetni 
oligonukleotid pGEX5' in protismerni začetni oligonukleotid T7, za določitev zaporedij 
vseh ostalih konstruktov pa smo uporabili smerni začetni oligonukleotid T7. 
4.4 Uvajanje mutacije D40G po protokolu mutageneze QuikChange 
II 
Točkovno mutacijo D40G smo v že pripravljen rekombinantni plazmid, ki je vseboval 
protein ANXA11 divjega tipa, uvedli s prirejenim protokolom usmerjene mutageneze 
QuikChange II. Začetne oligonukleotide smo oblikovali s pomočjo spletnega orodja 
proizvajalca (slika 4.2) [32]. 
  
Reakcijski mešanici (tabela 4.7 in tabela 4.8) smo po končanem programu PCR dodali 1 
µL restriktaze DpnI (10 U/µL), ki je razgradila metilirano matrično DNA brez mutacije. 
Mešanico z restriktazo smo inkubirali čez noč pri 37 °C.  
 
  
Slika 4.2: Načrtovanje začetnih oligonukleotidov. Za uvedbo mutacije D40G smo želeli Asp40 spremeniti v Gly40. 
V zaporedju GAT za aspartat smo z oblikovanjem ustreznih oligonukleotidov nukleotid A spremenili v G in tako dobili 
zaporedje GGT, ki se med translacijo prevede v glicin. 





Tabela 4.7: Reakcijska mešanica za uvedbo mutacije D40G po protokolu mutageneze QuikChange II. Za 
matrično DNA smo uporabili že pripravljen rekombinanten plazmid pMCSG7-ANXA11WT oz. pMCSG7-GST-
ANXA11WT v koncentraciji 5 ng/µL. Za reakcijo smo uporabili smerni začetni oligonukleotid QCD40Gfor in 
protismerni začetni oligonukleotid QCD40Grev. 
Reakcijske komponente Volumen [μL] 
matrična DNA 1 
10-kratni reakcijski pufer       5 
2 mM mešanica dNTP       5 
25 mM MgSO4 3 
10 µM smerni začetni oligonukleotid 1,4 
10 µM protismerni začetni oligonukleotid 1,4 
DNA-polimeraza KOD Hot Start (1 U/µL)       1  
dH2O    32,2 




Tabela 4.8: Temperaturni program za pomnoževanje zaporedja ANXA11 z mutacijo D40G. 
 
4.4.1 Koncentriranje DNA 
Po inkubaciji z DpnI smo DNA skoncentrirali z obarjanjem v izopropanolu. K 50 μL PCR 
reakcijske mešanice smo dodali 5,5 μL 3 M kalijevega acetata in 35 μL izopropanola, 
premešali in centrifugirali 10 minut na 14.000 g. Supernatant smo odpipetirali in zavrgli, 
oborjeno DNA na dnu mikrocentrifugirke pa smo sprali s 50 μL 70-odstotnega etanola in 
premešali. Po ponovnem centrifugiranju, tokrat 3 minute na 14.000 g, smo etanol 
previdno odpipetirali, preostanek pa posušili na zraku in DNA raztopili v 10 μL 
deionizirane vode. 
S tako pripravljeno DNA smo po protokolu transformirali kompetentne celice E. coli 
DH5α (poglavje 4.2.2), iz prekonočne kulture izolirali plazmidno DNA in določili 
      [⁰C]         Čas Število ciklov 
       Začetna denaturacija 94           2 min 1 
       Denaturacija 98 1      10 s 
18 
       Prileganje in podaljševanje 68           6 min 
K    Ohlajanje 37         10 min 1 





natančno nukleotidno zaporedje. Pri konstruktu z vektorjem pMCSG7-GST, smo za 
določanje nukleotidnega zaporedja namesto smernega začetnega oligonukleotida T7 
uporabili pGEX5'. 
4.5 Izražanje rekombinantnih oblik proteina ANXA11 z 
avtoindukcijo 
Pripravljene vektorske konstrukte smo izražali v ekspresijskem sevu bakterij E. coli BL21 
[DE3] pLysS, ki za izražanje izkorišča ekspresijski/regulacijski sistem bakteriofaga T7. 
Indukcija rekombinantnega gena z IPTG v takšnem sistemu ne poteka neposredno, 
temveč preko RNA-polimeraze T7 z dodanim plazmidom pLysS. Pri avtoindukcijskem 
gojišču, kjer kot induktor deluje laktoza, ki je cel čas prisotna v mediju, igra plazmid 
pLysS pomembno vlogo, saj v primeru puščanja promotorja inhibira RNA-polimerazo 
T7. 
Kolonije s preverjenimi rekombinantnimi vektorji smo po transformaciji celic BL21 
[DE3] pLysS (poglavje 4.2.1) precepili v 20 mL minimalnega neinducirajočega gojišča 
MDG, ki smo mu dodali po 20 µL antibiotikov ampicilina in kloramfenikola ter stresali 
čez noč pri 37 °C. Tako pripravljene začetne kulture smo lahko hranili en mesec pri 4 °C 
in so nam služile kot izhodišče za nadaljnjo pripravo avtoindukcijskih kultur, poleg tega 
pa smo jih uporabili tudi kot vzorec celic pred indukcijo. V 2.000 mL erlenmajericah smo 
pripravili tudi po 370 mL kompleksnih gojišč za avtoindukcijo ZYM-5052 in jih 
avtoklavirali. Naslednji dan smo pripravljena gojišča inokulirali s 400 µL prekonočne 
kulture MDG-CA (C-kloramfenikol, A-ampicilin) in jih stresali najprej 5 ur pri 37 °C, 
nato pa temperaturo zmanjšali na 25 °C in stresali še preko noči. Po 18 urah stresanja pri 
25 °C, smo začeli meriti optično gostoto kulture. V kiveti smo sterilno zmešali 950 µL 
medija ZY s 50 µL avtoindukcijske kulture in na spektrofotometru izmerili absorbanco 
pri 600 nm. Meritve smo opravljali vsakih 30 minut tako dolgo, dokler nismo dosegli 
stalne optične gostote kulture. Ustalitev OD600 je pomenila, da se je bila hitrost celične 
delitve enaka hitrosti umiranaj celic in smo lahko prenehali z gojenjem celic. Nato smo 
odvzeli vzorce celičnih lizatov po indukciji za analizo z NaDS-PAGE in nadaljevali s 
koraki izolacije proteina.  
Celice smo nato odcentrifugirali (20 minut, 8.000 g, 4 °C), supernatant zavrgli, usedlino 
pa resuspendirali v 40 mL ohlajenega vezavnega pufra za IMAC (tabela 4.9) z dodanimi 
proteaznimi inhibitorji.  





Tabela 4.9: Tabela pufrov za izolacijo mutant ANXA11dN1-118, ANXA11dN1-118-GST in ANXA11dN-ter-GST z 
nikljevo afinitetno kromatografijo. Izražanje proteina skupaj z oznako GST proteinu zniža izoelektrično točko, zaradi 
česar smo morali prilagoditi pH pufrov za izolacijo.  
Pufer ANXA11dN1-118 ANXA11dN1-118-GST in ANXA11dN-ter-GST 
vezavni pufer za IMAC 
20 mM HEPES pH 7 
150 mM KCl 
20 mM HEPES pH 7,5 
150 mM KCl 
elucijski pufer za IMAC 
20 mM HEPES pH 7 
150 mM KCl 
300 mM imidazol 
20 mM HEPES pH 7,5 
150 mM KCl 
300 mM imidazol 
dializni pufer 
20 mM HEPES pH 7 
150 mM KCl 
5 mM EDTA 
1 mM DTT 
20 mM HEPES pH 7,5 
150 mM KCl 
5 mM EDTA 
1 mM DTT 
 
4.6 Izolacija mutantov ANXA11dN1-118 in ANXA11dN-ter z nikljevo 
afinitetno kromatografijo 
4.6.1 Liza celic in priprava vzorcev za izolacijo z nikljevo afinitetno 
kromatografijo 
Vse postopke izolacije smo izvajali na ledu oz. v hladni sobi pri 4°C. Celično usedlino z 
dodanimi proteaznimi inhibitorji smo dobro resuspendirali s stekleno palčko in mešanico 
homogenizirali z električnim homogenizerjem. Sledilo je razbijanje celic z ultrazvokom 
v štirih intervalih po 5 minut pri 50 W na hladnem, med katerimi smo naredili 1 minuto 
premora za ohlajanje vzorca. Po 20 minutah sonificiranja smo celični suspenziji dodali 
3,5 µL encima benzonaze, ki razgradi DNA, in na ledu inkubirali 15 minut z občasnim 
mešanjem. Po inkubaciji smo celični lizat še enkrat 5 minut sonificirali pri 50 W, ga nato 
prelili v ohlajene centrifugirke in centrifugirali 20 minut pri 25.000 g. Supernatant smo 
nato filtrirali najprej skozi filter s porami velikosti 0,45 µm in nato skozi 0,2 µm ter 
odvzeli vzorec za NaDS-PAGE, ki smo ga pred analizo petkrat redčili z vezavnim pufrom 
in je predstavljal topno frakcijo proteina. Filtrat je bil pripravljen za nanos na nikljevo 
afinitetno kromatografijo. Usedlino, ki je ostala po centrifugiranju, smo resuspendirali z 
volumnom vezavnega pufra, ki je ustrezal volumnu supernatanta, in odvzeli vzorec za 
NaDS-PAGE, ki je predstavljal netopno frakcijo. Tudi ta vzorec smo pred nanosom na 
gel petkrat redčili z vezavnim pufrom. 





4.6.2 Nikljeva afinitetna kromatografija 
Nikljeva afinitetna kromatografija temelji na tvorbi koordinacijskih vezi med 
imidazolnimi skupinami histidinov in nikljevimi ioni na koloni. Ker sta pripravljena 
rekombinantna proteina ANXA11dN1-118 in ANXA11dN-ter oba imela na N-končnem delu 
heksahistidinsko oznako, smo za njuno izolacijo uporabili nikljevo afinitetno kolono 
HisTrapFF. Ta se shranjuje v 20-odstotnem etanolu, zato smo jo predhodno sprali z 
desetimi volumni deionizirane vode ter z desetimi volumni vezavnega pufra. Pretok 
peristaltične črpalke smo imeli za nanos vzorcev in pufrov nastavljen na 1 mL/min. Po 
ekvilibraciji kolone je sledil nanos vzorca. Pri nanašanju filtrata smo zbirali nevezano 
frakcijo, jo ponovno nanesli na kolono in po vsakem nanosu odvzeli vzorec nevezane 
frakcije. Vzorce smo 5-krat redčili z vezavnim pufrom za analizo z NaDS-PAGE.  
Kolono smo po končanem nanosu sprali z vsaj 10 volumni vezavnega pufra, s čimer smo 
odstranili nespecifično vezane proteine. Vezane proteine smo sprali s kolone z elucijskim 
pufrom s 300 mM imidazolom na sistemu FPLC, ki nam je omogočal 
spektrofotometrično spremljati količino nevezanih proteinov. Nastavili smo maksimalen 
tlak 0,6 MPa in pretok kolone 0,7 mL/min. Gradient elucijskega pufra smo nastavili tako, 
da je dosegel 100 % po 5-7 minutah. Eluirane proteine smo zbirali v frakcijah po 1,2 mL 
in jim po končanem spiranju izmerili absorbanco A280 na NanoDropu. Po končani uporabi 
smo kolono sprali z 10 volumni vezavnega pufra, deionizirane vode in 20-odstotnim 
etanolom ter jo shranili pri 4 °C. 
4.6.3 Dializa izoliranega proteina 
Eluirane frakcije smo združili, jim ponovno izmerili absorbanco A280 in odvzeli vzorce 
za analizo z NaDS-PAGE. Združene eluate smo prenesli v dializno črevo, tega postavili 
v čašo z 1,5 L dializnega pufra in ga pustili čez noč v hladni sobi pri 4 °C na magnetnem 
mešalu. Naslednji dan smo dializiran proteinski vzorec prenesli v ohlajeno centrifugirko 
in ga centrifugirali 20 minut pri 16.000 g in 4 °C.  Supernatant smo previdno prenesli v 
svežo centrifugirko in odvzeli vzorec za NaDS-PAGE. Dodali smo 70-odstotni glicerol 
do končne koncentracije 10 % in izoliran protein shranili v zmrzovalniku pri -20 °C. 





4.6.4 Analiza izražanja proteinov s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v 
prisotnosti NaDS 
4.6.4.1 Priprava vzorcev za NaDS-PAGE 
Za analizo proteinske sestave vzorcev smo uporabili separacijsko metodo NaDS-PAGE, 
s katero ločujemo proteine na osnovi njihove velikost. Za pripravo vzorca celičnega lizata 
pred indukcijo smo iz prekonočne kulture MDG-CA glede na meritev OD600 odvzeli 
približno 7,5 x 106 celic. Celični lizat po indukciji pa smo odvzeli po končanem stresanju 
kultur v avtoindukcijskem mediju ZY-5052. Oba vzorca smo centrifugirali 1 minuto pri 
12.000 g, supernatant zavrgli, usedlino pa resuspendirali v 50 μL 1-kratnega nanašalnega 
pufra za NaDS-PAGE z dodanim reducentom. Vzorce smo kuhali 10 minut pri 100 °C in 
jih centrifugirali 20 minut pri 14.600 g.  
Za pripravo vzorcev topnih, netopnih in nevezanih frakcij, smo med delom odvzeli po 10 
μL raztopine, dodali 30 μL vezavnega pufra in 10 μL 5-kratnega nanašalnega pufra za 
NaDS-PAGE z dodanim reducentom. 10 μL vzorca topne frakcije je predstavljalo 
približno 0,025 % celotnega volumna, 10 μL netopne frakcije 0,5 % celotnega volumna, 
10 μL nevezane frakcije pa 0,03 % celotnega volumna te frakcije. Vzorce smo kuhali 10 
minut pri 100 °C in jih centrifugirali 20 minut pri 14.600 g. 
Pri pripravi vzorcev elucijskih frakcij smo iz mikrocentrifugirk odvzeli volumen, ki je 
ustrezal 2-4 μg proteina, in ga dopolnili z vezavnim pufrom do 40 μL. Dodali smo 10 μL 
5-kratnega nanašalnega pufra z dodanim reducentom, vzorce kuhali 10 minut pri 100 °C 
in jih centrifugirali 20 minut pri 14.600 g. 
4.6.4.2 Nanos vzorcev na NaDS-PAGE in barvanje z barvilom CBB 
Pripravljene vzorce smo nanesli na 12,5-odstoten diskontinuirni poliakrilamidni gel 
potopljen v 1-kratni elektroforezni pufer z NaDS. V prvi žepek smo nanesli 7 μL 
raztopine standarda velikosti Pierce Unstained Protein MW Marker, v preostale pa po 10 μL 
vzorcev. Elektroforeza je potekala pri 200 V in 35 mA/gel, dokler ni fronta barvila 
pripotovala do konca gela. Po končani elektroforezi smo gel sprali z deionizirano vodo in 
ga barvali v mešanici 20 mL barvalne raztopine Coomassie Brilliant Blue in 20 mL 20-
odstotne ocetne kisline. Gel smo po prekonočnem stresanju razbarvali v približno 30 mL 
razbarvalne raztopine. 





5. Rezultati in razprava 
5.1 Priprava ekspresijskih vektorjev mutantov ANXA11 
5.1.1 Postopek kloniranja mutantov ANXA11dN1-118 in ANXA11dN-ter v vektorja 
pMCSG7 in pMCSG7-GST 
Zapis za človeški ANXA11WT, predhodno vnešen v vektor pUC57, smo z reakcijo PCR 
pomnožili z ustreznimi začetnimi oligonukleotidi za nadaljnje kloniranje LIC. Na ta način 
smo za potrebe kloniranja pripravili dve skrajšani različici zaporedja divjega tipa proteina 
ANXA11: ANXA11dN1-118 in ANXA11dN-ter s podaljšanimi konci komplementarnimi 
ekspresijskemu vektorju pMCSG7. Zaporedje mutanta ANXA11dN1-118 smo skrajšali do 
Ser119, zaporedje za ANXA11dN-ter pa do Gly179. Rezultate smo nato analizirali z AGE 
(slika 5.1), lise ustreznih velikosti izolirali iz gela in nadaljevali s postopki kloniranja 
LIC. 
 
Slika 5.1: Produkti PCR reakcij za LIC za vzorce ANXA11dN1-118 in ANXA11dN-ter. Na sliki vidimo produkte PCR-
pomnoževanja ANXA11dN1-118 z začetnimi oligonukleotidi LICdN1-118for in LICrev ter ANXA11dN-ter z začetnimi 
oligonukleotidi LICdNterfor in LICrev. Pričakovane dolžine PCR produktov 1198 bp za ANXA11dN1-118 in 1024 bp za 
ANXA11dN-ter se ujemajo z lisami na sliki. 
Izolirane PCR produkte in linearizirana vektorja pMCSG7 oz. pMCSG7-GST smo po 
obdelavi z DNA-polimerazo T4 skupaj inkubirali in z mešanico transformirali klonirni 
sev celic E. coli DH5α. Dobljene konstrukte smo s kompletom reagentov za izolacijo 





plazmidne DNA izolirali iz bakterijskih celic in uspešnost kloniranja LIC preverili z 
restrikcijsko analizo s KpnI (tabela 5.1 in slika 5.2). 
Tabela 5.1: Vektorski konstrukti s kloniranjem LIC. V ekspresijski vektor pMCSG7 z oznako GST smo klonirali 
obe varianti proteina ANXA11: skrajšani obliki dN1-118 ter dN-ter. V vektor brez GST pa smo klonirali samo 
zaporedje za dN1-118. 
Rekombinantna oblika proteina pMCSG7 pMCSG7-GST 
ANXA11dN1-118 X X 
ANXA11dN-ter / X 
  
 
Slika 5.2: Vektorski konstrukti z različnimi oblikami ANXA11 in prazna vektorja pMCSG7 ter pMCSG7-GST. 
Na sliki so prikazani shematski vektorski konstrukti nastali s kloniranjem LIC in prazna vektorja. Prikazane so dolžine 
konstruktov in restrikcijska mesta KpnI. Z barvami so označeni zapisi za proteinske vključke, svetlo roza pa predstavlja 
oznako GST. 
Restriktaza KpnI ima na pripravljenih vektorskih konstruktih dve prepoznavni mesti; eno 
prepoznavno mesto na vektorju pMCSG7 in drugo na zapisu za protein (slika 5.2). Po 
restrikciji s KpnI smo zato pri uspešno kloniranih vključkih na agaroznem gelu po AGE 
pričakovali dva fragmenta. Pri kloniranju insertov v vektor pMCSG7-GST se je v 
primerih ANXA11dN-ter in ANXA11dN1-118 uspešno klonirala le ena kolonija (slika 5.3 in 
slika 5.5). Pri kloniranju v vektor pMCSG7 je bila metoda LIC za insert ANXA11dN1-118 
prav tako uspešna le v primeru ene kolonije (slika 5.4).  






Slika 5.3: Restrikcijska analiza izoliranih vektorjev pMCSG7-GST: ANXA11dN-ter s KpnI. Z restrikcijo smo 
preverjali prisotnost vključkov po kloniranju LIC. Pričakovani fragmenti po rezanju s KpnI so bili 846 bp ter 6085 bp 
za pMCSG7-GST: ANXA11dN-ter. Za kontrolo smo imeli s KpnI rezan vektor pMCSG7-GST brez vključka, kjer smo 
pričakovali samo en fragment velikosti 5937 bp. 
 
Slika 5.4: Restrikcijska analiza izoliranih vektorjev pMCSG7: ANXA11dN1-118 s KpnI. Z restrikcijo smo preverjali 
prisotnost vključkov po kloniranju LIC. Pričakovani fragmenti po rezanju s KpnI so bili 1020 bp in 5434 bp za 
pMCSG7: ANXA11dN1-118. Za prvo kontrolo smo imeli s KpnI rezan vektor pMCSG7 brez vključka, ker smo 
pričakovali samo en fragment velikosti 5286 bp, za drugo pa nerezan vektor pMCSG7. 







Slika 5.5: Restrikcijska analiza izoliranega vektorja pMCSG7-GST: ANXA11dN1-118 s KpnI. Z restrikcijo smo 
preverjali prisotnost vključkov po kloniranju LIC. Pričakovani fragmenti po rezanju s KpnI so bili 1020 bp in 6085 bp 
za pMCSG7-GST: ANXA11dN1-118. 
Z uspešno pripravljenimi vektorskimi konstrukti smo po kloniranju LIC in preverjenem 
zaporedju transformirali ekspresijski sev celic E. coli BL21 [DE3] pLysS in nadaljevali 
z izražanjem proteinov. 
5.1.2 Priprava ekspresijskega vektorja ANXA11D40G 
Za uvajanje mutacije D40G smo uporabili že pripravljena vektorska konstrukta pMCSG7: 
ANXA11WT in pMCSG7-GST: ANXA11WT. Pri začetnih poskusih uvajanja mutacije s 
prirejeno metodo QuikChange II, nukleotidna zaporedja izolirane plazmidne DNA niso 
ustrezala pričakovanim. Kljub temu, da smo na zaporedju videli uspešno uvedeno 
mutacijo D40G, se je pojavil problem ponavljanja začetnih oligonukleotidov, kot ga 
lahko vidimo spodaj. 
LEGENDA: Nukleotidno zaporedje predstavlja samo zapis za protein ANXA11 z mutacijo D40G označeno odebeljeno 
z modro barvo. Različno obarvana območja predstavljajo štiri ponovitve začetnih oligonukleotidov. 

























Glede na njihovo ponavljanje smo sklepali, da so si začetni oligonukleotidi vsaj v neki 
meri med seboj komplementarni in pri pomnoževanju s PCR tvorijo multimere. Da bi 
rešili problem ponavljanja oligonukleotidov, smo pri pomnoževanju s PCR temperaturo 
podaljševanja povišali iz 66 °C na 68 °C in zmanjšali število ciklov iz 25 na 18. Ker so 
kolonije po transformaciji celic DH5α zrasle zelo na gosto, smo po eno kolonijo iz vsake 
plošče dvakrat precepili. Po določanju nukleotidnih zaporedij izolirane plazmidne DNA 
in analizi dobljenih nukleotidnih zaporedij, smo dobili konstrukt pMCSG7-GST: 
ANXA11D40G z uspešno uvedeno mutacijo brez ponavljanja začetnih oligonukleotidov 
(slika 5.6). 
 
Slika 5.6: Začetek poravnanega zaporedja pMCSG7-GST: ANXA11D40G z zaporedjem za protein ANXA11. 
Celotno zaporedje ANXA11D40G v vektorju pMCSG7-GST sekvencirano s smernim začetnim oligonukleotidom 
pGEX5' se je ujemalo z zaporedjem proteina ANXA11. Mutacija D40G je označena odebeljeno z modro barvo, barvno 
pa je označeno tudi zaporedje za začetni oligonukleotid QCD40Gfor. 





S tako pripravljenim vektorskim konstruktom pMCSG7-GST: ANXA11D40G bi želeli v 
nadaljevanju transformirati bakterijske celice in protein izraziti ter izolirati za nadaljne 
kristalizacijske poskuse. Glede na napovedi nestrukturiranosti proteinov, je zaporedje z 
mutacijo D40G skoraj identično zaporedju proteina divjega tipa, kar je zanimivo, saj velja 
glicin za aminokislino, ki je značilna za nestrukturirana zaporedja. Zato bi pričakovali, da 
se bo neurejenost zaradi prisotnosti glicina vsaj nekoliko povečala [33]. Določitev 
strukture bi nam lahko pomagala tudi pri razumevanju, zakaj protein z mutacijo D40G 
izgubi sposobnost vezave S100A6 [13]. Verjetno gre za posledico izgube negativno 
nabite stranske skupine aspartatnega ostanka, ki lahko preko svojih elektrostatskih vezi 
prispeva k stabilizaciji interakcije [34]. 
5.2 Izražanje rekombinantnih proteinov ANXA11dN1-118, ANXA11dN1-
118-GST in ANXA11dN-ter-GST 
5.2.1 Poskusno izražanje rekombinantnih proteinov 
Rekombinantne proteine ANXA11dN1-118, ANXA11dN1-118-GST in ANXA11dN-ter-GST 
smo najprej izražali v manjšem merilu, saj smo želeli ugotoviti, kako dobro se bodo 
izražali po avtoindukciji ter kakšno bo razmerje proteinov med različnimi frakcijami. 
Poskusno izražanje smo izvedli po klasičnem protokolu za avtoindukcijo (poglavje 4.5) 
v 40 mL gojišča ZYM-5052, ki smo jih inokulirali s 40 µL prekonočne kulture MDG-A. 
Po 23 urah stresanja smo izmerili absorbanco OD600 (tabela 5.2), inkubacijo zaključili in 
nadaljevali z ločevanjem posameznih proteinskih frakcij.  
 
Tabela 5.2: Meritev OD600 po poskusnem izražanju variant proteinov ANXA11. Proteine smo izražali sočasno v 
treh 250-mililitrskih erlenmajericah po 40 mL kulture. 
BL21 [DE3] pLysS: OD600 
pMCSG7-GST: ANXA11dN-ter 0,735 
pMCSG7-GST: ANXA11dN1-118 0,541 
pMCSG7: ANXA11dN1-118  0,749 
 
Analizo celičnega lizata pred in po indukciji ter topne in netopne frakcije smo izvedli z 
NaDS-PAGE (slika 5.7). 






Slika 5.7: NaDS-PAGE analiza poskusnega izražanja rekombinantnih proteinov ANXA11dN1-118, ANXA11dN1-
118-GST in ANXA11dN-ter-GST. (A) Poskusno izražanje ANXA11dN1-118-GST: s puščico je označena pričakovana 
velikost proteina pri 68,5 kDa. (B) Poskusno izražanje ANXA11dN-ter-GST in ANXA11dN1-118: s puščico sta označeni 
pričakovani velikosti proteinov pri 62,4 kDa za ANXA11dN-ter-GST in pri 42,5 kDa za ANXA11dN1-118. Uporabili smo 
standard velikosti Pierce Unstained Protein MW Marker, označen s ST. Oznaka CL pred pomeni celični lizat pred 
indukcijo, oznaka CL po pomeni celični lizat po indukciji, oznaki topna in netopna predstavljata topno in netopno 
proteinsko frakcijo. 
Pri primerjavi celičnega lizata ANXA11dN1-118-GST pred in po indukciji lahko opazimo, 
da je količina izraženega proteina, ki ustreza velikosti ANXA11dN1-118-GST, po 
pričakovanjih nekoliko večja po končani avtoindukciji. Prisotnost proteina pred indukcijo 
je lahko posledica šibkega puščanja promotorja. Zaradi problemov s sonifikatorjem smo 
za razbijanje celic uporabili dva različna reagenta za lizo (slika 5.7A, označeno z 1 in 2). 
Iz slike je razvidno, da v primeru topne frakcije 1 liza ni bila uspešna, nekoliko boljše je 
delovala v primeru topne frakcije 2. Po pričakovanjih smo dobili več proteina v topni 
frakciji, obe netopni pa sta bili prazni, kar pa je lahko bila posledica težav z lizo. 
Pri poskusnem izražanju ANXA11dN-ter-GST in ANXA11dN1-118 smo dobili boljše 
rezultate. Količina dobljenega proteina po indukciji je bila mnogo večja kot pred 
indukcijo, prav tako se je večja količina proteina nahajala v topni frakciji (slika 5.7B).  
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5.2.2 Izražanje in izolacija ANXA11dN1-118 
5.2.2.1 Prvo izražanje 
Ker je poskusno izražanje uspelo, smo nadaljevali z izražanjem v večjem merilu. 
Izražanje smo izvajali v dveh 2-litrskih erlenmajericah s 370 mL avtoindukcijskega 
gojišča ZYM-5052 in stresali po klasičnem protokolu za avtoindukcijo. Meritve OD600 so 
bile po prvem izražanju nižje od tistih, dobljenih po poskusnem izražanju. Prav tako se 
vrednost OD600 v prvi erlenmajerici zaradi rasti celic ni ustalila (tabela 5.3).  
Tabela 5.3: Meritev OD600 po prvem izražanju ANXA11dN1-118. Protein smo izražali sočasno v dveh 2-literskih 
erlenmajericah. Oznaki 1 in 2 označujeta posamezni erlenmajerici. 
BL21 [DE3] pLysS 
pMCSG7: 
925 1005 1035 1100 
ANXA11dN1-118 1 0,299 0,331 0,340 0,409 
ANXA11dN1-118 2 0,370 0,374 / 0,358 
 
Kljub temu, da smo za ekspresijo izhajali iz istega gojišča MDG, kot pri poskusnem 
izražanju, je bilo lahko za nižjo stopnjo rasti celic več razlogov. Ena izmed možnosti je, 
da se celice niso dovolj močno stresale oz. da je med stresanjem prihajalo do nihanja 
temperature. Po več kot uri in pol opravljanja meritev OD600 smo zato z inkubacijo 
zaključili in nadaljevali po protokolu za izolacijo proteinov z nikljevo afinitetno 
kromatografijo (poglavje 4.6). Elucijski diagram po IMAC prikazuje slika 5.8. 
 






Slika 5.8: Elucijski diagram prve izolacije ANXA11dN1-118 z nikljevo afinitetno kromatografijo.  
Dobljenim elucijskih frakcijam smo izmerili absorbanco pri 280 nm na NanoDropu in 
združili eluate z najvišjo koncentracijo proteinov (tabela 5.4). Združene eluate smo 
dializirali preko noči, da smo zamenjali pufer in odstranili imidazol. 
 
Tabela 5.4: A280 eluatov ANXA11dN1-118 po prvi izolaciji IMAC. Oznake E1-5 označujejo elucijske frakcije po 1,2 
mL. 
pMCSG7: ANXA11dN1-118 A280 A260/A280 c [mg/mL] 
E1 0,220 1,02 0,42 
E2 0,581 1,26 1,11 
E3 1,129 1,21 2,15 
E4 1,792 1,49 3,42 
E5 1,084 1,86 2,07 




po dializi (2,5 mL) 1,378 / 2,63 
 
Po končanem izražanju in izolaciji smo dobljene frakcije analizirali z NaDS-PAGE (slika 
5.9). 






Slika 5.9: NaDS-PAGE vzorcev prvega izražanja ANXA11dN1-118.  Na gelu opazimo odebeljene lise pri velikosti 
42,5 kDa, kar ustreza velikosti proteina ANXA11dN1-118. Uporabili smo standard velikosti Pierce Unstained Protein 
MW Marker, označen s ST. Oznaka CL po pomeni celični lizat po indukciji, oznaki topna in netopna predstavljata 
topno in netopno proteinsko frakcijo, oznaka nevezana predstavlja nevezano frakcijo. 
Analiza rezultatov je pokazala, da se je večina proteina izrazila v topni frakciji. V 
nevezani frakciji lahko opazimo šibko liso, ki ustreza velikosti proteina, kar pomeni, da 
vezava na kolono za nikljevo afinitetno kromatografijo ni bila 100-odstotna. Glede na 
izrazito liso pri 42,5 kDa, kar ustreza velikosti ANXA11dN1-118, lahko rečemo, da je bila 
izolacija proteina z IMAC precej uspešna, saj na gelu po eluciji z nikljeve kolone ne 
vidimo drugih izrazitih lis nečistoč. Iz 740 mL kulture smo izolirali 6,6 mg proteina glede 
na izmerjene A280. 
Kljub uspešni izolaciji ANXA11dN1-118 smo želeli pri ekspresiji povečati rast celic, 
izboljšati vezavo na nikljevo kolono in pridobiti večje količine proteina, zato smo 
izražanje ponovili. 
5.2.2.2 Drugo izražanje 
Pri drugem izražanju ANXA11dN1-118 smo nekoliko spremenili nastavitve na stresalniku 
in na ta način dosegli intenzivnejše stresanje erlenmajeric. Zaradi uspešnejšega stresanja 





smo dobili mnogo boljše rezultate OD600, ki pa so bili še zmeraj nižji kot pri poskusnem 
izražanju (tabela 5.5). 
Tabela 5.5: Meritev OD600 po drugem izražanju ANXA11dN1-118. Protein smo izražali sočasno v dveh 2-literskih 
erlenmajericah. Oznaki 1 in 2 označujeta posamezni erlenmajerici. 
BL21 [DE3] pLysS pMCSG7: 815 835 
ANXA11dN1-118 1 0,517 0,526 
ANXA11dN1-118 2 0,621 0,591 
 
Zelo visoke so bile tudi koncentracije proteina v elucijskih frakcijah po izolaciji IMAC, 
kar lahko vidimo na elucijskem diagramu (slika 5.10) in pri rezultatih A280 v tabeli 5.6. 
Frakcije E1-3 smo združili in jih dializirali preko noči. Pri merjenju koncentracije z 
NanoDropom po dializi smo dobili zelo dobre rezultate, saj je bila koncentracija proteina 
zelo visoka: 6,41 mg/mL (tabela 5.6). 
 
 
Slika 5.10: Elucijski diagram prve izolacije ANXA11dN1-118 z nikljevo afinitetno kromatografijo. Koncentracije 
eluiranega proteina so bile zelo visoke, zato lahko na elucijskem diagramu opazimo nazobčan vrh. 
  





Tabela 5.6: A280 eluatov ANXA11dN1-118 po drugi izolaciji IMAC. Oznake E1-3 označujejo elucijske frakcije po 1,2 
mL. 
pMCSG7: ANXA11dN1-118 A280 A260/A280 c [mg/mL] 
E1 5,016 1,41 9,57 
E2 7,721 1,17 14,73 
E3 1,636 0,87 3,12 









Slika 5.11: NaDS-PAGE vzorcev drugega izražanja ANXA11dN1-118.  Količina proteina za nanos je bila 3 µg. Na 
gelu opazimo odebeljene lise pri velikosti 42,5 kDa, kar ustreza velikosti proteina ANXA11dN1-118. Uporabili smo 
standard velikosti PageRuler Prestained Protein Ladder, označen s ST. Oznaka CL pred pomeni celični lizat pred 
indukcijo, CL po pomeni celični lizat po indukciji, oznaki topna in netopna predstavljata topno in netopno proteinsko 
frakcijo, oznaka nevezana predstavlja nevezano frakcijo. 
Čeprav so bile koncentracije proteina ANXA11dN1-118 višje, izoliran produkt ni bil tako 
čist kot pri prvem izražanju, saj lahko na gelu poleg lise pri ustrezni velikosti 42,5 kDa 





opazimo tudi šibke lise nečistoč pri velikosti 30 kDa (slika 5.11). Iz slike smo težko 
razbrali, ali se je več proteina izrazilo v topni ali v netopni obliki.  
Pokazali smo, da pri izolaciji proteina ne prihaja do ponovne cepitve proteina, saj lahko 
na gelu opazimo samo eno liso pri ustrezni velikosti proteina (42,5 kDa) [33]. Uspelo 
nam je izolirati 19,2 mg proteina iz 740 mL kulture glede na izmerjene A280.  
Protein ANXA11dN1-118 ima N-končno domeno skrajšano do Ser119. To je mesto, pri 
katerem je v predhodnih raziskavah prihajalo do cepitve proteina zaradi delovanja 
neznanih endogenih peptidaz [33]. Mesto pa je zanimivo še iz dveh razlogov. V 
raziskavah je bilo opaženo, da se proteinu divjega tipa po fosforilaciji spremeni celična 
lokalizacija, saj se delež proteina poveča v citoplazmi, fosforiliran pa je najverjetneje prav 
aminokislinski ostanek Ser119 [33]. Aspartatni ostanek na mestu 119 je poleg tega tudi 
del zaporedja, ki deluje kot jedrni lokalizacijski signal za transportin-1, kar daje mestu še 
večjo pomembnost [35]. 
5.2.3 Izražanje in izolacija ANXA11dN1-118-GST 
Protein ANXA11dN1-118 smo izražali tudi kot fuzijo z glutation S-transferazo na N-koncu 
proteina. Fuzijska oznaka GST pomaga pri zvijanju proteina, hkrati pa poveča njegovo 
topnost in prepreči pojavljanje proteina v inkluzijskih telescih. Oznaka se lahko pred 
nadaljnjimi analizami proteinske strukture odstrani z uporabo TEV proteaze, ki prepozna 
in cepi zaporedje med GST in tarčnim proteinom [31]. 
Protein smo izražali v dveh 2-litrskih erlenmajericah s 370 mL avtoindukcijskega gojišča 
ZYM-5052. Tudi pri tej ekspresiji so bile meritve OD600 nižje od tistih, doseženih pri 
poskusnem izražanju (tabela 5.7). 
Tabela 5.7: Meritev OD600 po izražanju ANXA11dN1-118-GST. Protein smo izražali sočasno v dveh 2-literskih 
erlenmajericah. Oznaki 1 in 2 označujeta posamezni erlenmajerici. 
BL21 [DE3] pLysS pMCSG7-GST: 815 900 
ANXA11dN1-118 1 0,362 0,380 
ANXA11dN1-118 2 0,332 0,381 
 
Sledila je priprava proteinskih frakcij in izolacija proteina z nikljevo afinitetno 
kromatografijo (slika 5.12).  






Slika 5.12: Elucijski diagram izolacije ANXA11dN1-118-GST z nikljevo afinitetno kromatografijo. 
Po izolaciji smo združili frakcije E1-3 in jih čez noč dializirali, da smo odstranili 
imidazol. Če bi želeli v nadaljevanju odstraniti tudi oznaki His-GST, bi pred začetkom 
dialize dodali še proteazo TEV, vendar tega v tem primeru nismo storili. Koncentracije 
proteina so bile po čiščenju precej nižje kot po drugem izražanju ANXA11dN1-118 brez 
GST, vendar vseeno dovolj visoke, da smo uspeli izolirati miligramske količine proteina 
(tabela 5.8). 
Tabela 5.8: A280 eluatov ANXA11dN1-118-GST po izolaciji IMAC. Oznake E1-4 označujejo elucijske frakcije po 1,2 
mL. 
pMCSG7-GST: ANXA11dN1-118 A280 A260/A280 c [mg/mL] 
E1 0,645 0,71 0,68 
E2 3,922 0,65 4,16 
E3 1,922 0,73 2,04 
E4 0,858 1,04 0,91 




po dializi (2,5 mL) 1,955 0,48 2,07 
 






Slika 5.13: NaDS-PAGE vzorcev izražanja ANXA11dN1-118-GST. Količina proteina za nanos je bila 3 µg. Na gelu 
opazimo odebeljene lise pri velikosti 68,5 kDa (označene s puščico), kar ustreza velikosti proteina ANXA11dN1-118-
GST. Uporabili smo standard velikosti Pierce Unstained Protein MW Marker, označen s ST. Oznaka CL po pomeni 
celični lizat po indukciji, oznaki topna in netopna predstavljata topno in netopno proteinsko frakcijo, oznaka nevezana 
predstavlja nevezano frakcijo. 
Med analizo NaDS-PAGE smo iz gela težko razbrali, ali se je več proteina izrazilo v topni 
ali v netopni obliki. Oznaka GST naj bi povečala topnost proteina, vendar se to v našem 
primeru ni zgodilo, saj je bila topnost slabša kot pri izražanju proteina brez oznake. 
Čeprav je bilo po izolaciji proteina v vzorcu prisotnih več nečistoč, ki bi jih bilo potrebno 
očistiti s kromatografijo za ločevanje po velikosti, smo vseeno izolirali zadostno količino 
produkta za nadaljnje kristalizacijske poskuse. Iz 740 mL kulture nam je uspelo izolirati 
5,2 mg proteina glede na izmerjene A280. 
V predhodnih raziskavah je imel izražen protein ANXA11dN1-118 samo heksahistidinsko 
oznako na N- ali C-končnem delu proteina [33]. V našem delu smo pokazali, da pri 
izolaciji proteina, ki ima kot fuzijo na N-končnem delu protein GST, ne prihaja do 
ponovne cepitve proteina. Prav tako je bilo v našem primeru (protein smo izražali z 
vektorjem pMCSG7) več proteina v topni frakciji, v primerjavi s prejšnjo raziskavo, kjer 
so  ANXA11dN1-118  izražali v vektorju pET14b in je bila večina proteina v netopni frakciji 
[33]. 





5.2.4 Izražanje in izolacija ANXA11dN-ter-GST 
Tako kot v primeru ANXA11dN1-118, smo tudi protein ANXA11dN-ter izražali kot fuzijo z 
glutation S-transferazo na N-končnem delu. Zapis za ANXA11dN-ter-GST smo izražali v 
celicah E. coli BL21 [DE3] pLysS v avtoindukcijskem gojišču po klasičnem protokolu. 
Meritve OD600 so pokazale, da je bila rast celic skoraj enkrat nižja kot pri poskusnem 
izražanju (tabela 5.9). 
Tabela 5.9: Meritev OD600 po izražanju ANXA11dN-ter-GST. Protein smo izražali sočasno v dveh 2-literskih 
erlenmajericah. Oznaki 1 in 2 označujeta posamezni erlenmajerici. 
BL21 [DE3] pLysS pMCSG7-GST: 815 845 
ANXA11dN-ter 1 0,362 0,370 
ANXA11dN-ter 2 0,294 0,315 
 
Ker smo imeli pri izolaciji proteina ANXA11dN1-118-GST na HisTrapp koloni dobre 
rezultate, smo tudi skrajšano varianto proteina ANXA11dN-ter-GST izolirali s pomočjo 
nikljeve afinitetne kromatografije (slika 5.14). 
 
Slika 5.14: Elucijski diagram izolacije ANXA11dN-ter-GST z nikljevo afinitetno kromatografijo. 
Po izolaciji smo združili frakcije E2-4 in jih čez noč dializirali. Koncentracije proteina so 
bile po čiščenju dovolj visoke, da smo uspeli izolirati 9,3 mg proteina, s katerimi bomo 
lahko v prihodnosti izvedli kristalizacijske poskuse (tabela 5.10). 
  





Tabela 5.10: A280 eluatov ANXA11dN-ter-GST po izolaciji IMAC. Oznake E1-5 označujejo elucijske frakcije po 1,2 
mL. 
pMCSG7-GST: ANXA11dN-ter A280 A260/A280 c [mg/mL] 
E1 0,529 0,66 0,58 
E2 4,198 0,68 4,60 
E3 1,988 0,67 2,18 
E4 0,833 0,87 0,91 
E5 0,471 1,20 0,52 




po dializi (2,5 mL) 2,342 0,65 2,57 
 
 
Slika 5.15: NaDS-PAGE vzorcev izražanja ANXA11dN-ter-GST.  Na gelu opazimo odebeljene lise pri velikosti 62,4 
kDa, kar ustreza velikosti proteina ANXA11dN-ter-GST. Uporabili smo standard velikosti Pierce Unstained Protein MW 
Marker, označen s ST. Oznaka CL po pomeni celični lizat po indukciji, oznaki topna in netopna predstavljata topno in 
netopno proteinsko frakcijo, oznaka nevezana predstavlja nevezano frakcijo. 
Analiza z NaDS-PAGE je pokazala, da je bilo več proteina prisotnega v topni frakciji, 
kar je bilo v skladu s pričakovanji, saj fuzija z GST poveča topnost proteinov (slika 5.15). 
Izolacija z IMAC je bila uspešna, saj lahko na gelu opazimo samo lise ustrezne velikosti 
pri 62,4 kDa, ki predstavljajo rekombinanten protein ANXA11dN-ter-GST. Pri izolaciji 





smo dobili večje količine proteina (6,4 mg), vendar je bil ta manj čist, kot bi bil v primeru 
uporabe GST-kolone.  





6. Zaključek  
Mutacija proteina aneksina A11 D40G v evropski populaciji povzroči največ primerov 
bolezni ALS. V okviru diplomske naloge nam je s pomočjo mestnospecifične mutageneze 
uspelo uspešno vstaviti mutacijo D40G v zapis za protein ANXA11 divjega tipa, ki ga 
želimo v prihodnosti tudi izraziti v bakterijskih celicah in izolirati za nadaljnje 
kristalizacijske poskuse. V prihodnje nas bo zanimalo, ali mutacija D40G stabilizira 
nestrukturiran N-končen del proteina in s tem pomaga pri kristalizaciji celotnega proteina. 
Določitev strukture bi nam lahko pomagala tudi pri razumevanju, zakaj protein z mutacijo 
D40G izgubi sposobnost vezave S100A6. 
Ker je v prejšnji raziskavi med izolacijo proteina aneksina A11 divjega tipa prihajalo do 
dveh razgradnih produktov, ki so nastali v bakterijskih celicah kot posledica delovanja 
neznanih endogenih proteaz, smo želeli v okviru diplomskega dela pripraviti in izraziti 
omenjene skrajšane oblike proteinov in jih okarakterizirati [33]. 
Z ekspresijskima sistemoma na osnovi vektorjev pMCSG7 in pMCSG7-GST nam je v 
bakterijskem sevu E. coli BL21 [DE3] uspelo pripraviti miligramske količine skrajšanih 
proteinov ANXA11dN1-118 in ANXA11dN-ter z dovolj visokimi koncentracijami za 
nadaljnje kristalizacijske poskuse. Čeprav pri izražanjih v velikem merilu nismo dosegli 
tako visoke rasti celic, kot pri poskusnem izražanju, so bili končni izkupički proteinov po 
izolaciji z nikljevo afinitetno kromatografijo in dializi dovolj visoki za nadaljnje poskuse. 
Uspelo nam je izolirati 19,2 mg proteina ANXA11dN1-118, 5,2 mg ANXA11dN1-118-GST in 
6,4 mg proteina ANXA11dN-ter. 
Skrajšani obliki proteina ANXA11dN1-118 in ANXA11dN-ter smo izražali tudi kot fuzijo s 
proteinom glutation S-transferazo, ki naj bi zmanjšal cepitev proteinov v procesu izolacije 
in povečal njihovo topnost. Izolacijo smo izvajali z nikljevo afinitetno kromatografijo. 
Uspelo nam je izolirati zadostne količine proteinov za kristalizacijo, vendar nismo opazili 
bistvene razlike v topnosti proteina pri izražanju z ali brez oznake GST. Pri izolaciji 
ANXA11dN1-118  brez oznake GST nismo opazili cepitev, kar je bilo za pričakovati, saj 
smo skrajšali nestrukturiran N-končen del proteina. Prav tako jih nismo opazili med 
izolacijo skrajšanih variant proteinov z oznako GST, zaradi česar težko rečemo, ali 
oznaka GST pripomore pri zmanjšanju cepitev proteinov.  





V nadaljnjih poskusih bi bilo potrebno izolacijo skrajšanih oblik proteina ANXA11 
izvesti še s pomočjo GST-kolone, da bi ugotovili, ali lahko s to metodo pridobimo še višje 
koncentracije proteinov. Izolacija preko glutation S-transferaze naj bi bila bolj specifična, 
produkti pa naj bi bili čistejši kot pri izolaciji s pomočjo heksahistidinske oznake zaradi 
podobnih zaporedij endogenih proteinov. Prav tako bi v nadaljevanju sledila še 
odstranitev His oz. His-GST oznake z N-konca proteinov s pomočjo TEV proteaze in 
dodatno koncentriranje ter čiščenje proteinov s kromatografijo za ločevanje po velikosti 
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